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RESUMO

A malaria vivax é uma doenca que a cerca de 40% da populagdo mundial, utiliza-se
no tratamento desta, cloroquina (150 mg) e primaquina (15 mg). Esta é uma 8-
aminoquinolina com acgéo esquizonticida tecidual. Dentre seus efeitos adversos se
destaca a capacidade de oxidar a hemoglobina, de maneira dose dependente, que &
agravada nos individuos com deficiéncia da glicose-6-fosfato desidrogenase. Ao se
considerar a auséncia de estudos referentes aos teores de metemoglobina e sua
correlagdo com as concentracdes plasmaticas de primaquina nos pacientes com
malaria vivax, justifica-se a realizacdo deste estudo empregando-se como
ferramentas a monitorizacdo das concentracdes sanguineas de primaquina e sua
correlagdo com os teores de metemoglobina. Neste sentido, foi realizado seguimento
clinico-laboratorial de 20 pacientes com malaria vivax antes (D0O) e apos trés (D3),
sete (D7) e quatorze (D14) dias iniciado o tratamento, bem como a validacdo do
método para determinacdo de primaquina por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). A metemoglobinemia foi avaliada pela técnica de Hegesh et al. (1970) e a
glicose-6-fosfato desidrogenase pelo teste colorimétrico de Brewer et al. (1962). A
metodologia validada demonstrou parametros aplicaveis a determinacdo de
primaquina, cujos teores médios em D3, D7 e D14 foram de 227+106 ng/mL, 191+97
ng/mL e 160+128ng/mL. N&o foram obervadas diferengas significativas nas
concentracbes do farmaco quanto ao sexo dos pacientes participantes e nos
diversos dias do estudo. Os teores médios de metemoglobina em DO, D3, D7 e D14
foram de 1,15+0,9%, 4,1+2%, 5,7+2% e 3+1,4%, respectivamente. Foi observado
aumento no teor de metemoglobina ap6s administracdo do farmaco, sem diferenca
quanto ao sexo. Nao foi observada correlacdo significativa entre os teores de
metemoglobina e as concentracdes plasmaticas de primaquina em ambos 0S Sexos.
Os coeficientes de correlacdo de Pearson para os sexos masculino e feminino foram
0.8296 e 0.8137, respectivamente. Foi observada deficiéncia da expressdo da
enzima glicose-6- fosfato desidrogenase em seis pacientes do sexo masculino sem
diferencas entre os teores de metemoglobina e das concentracdes plasmaticas de

Primaquina, quando comparados com pacientes com expressédo normal da enzima.

Plavra chave: Antimalarico, primaquina, malaria vivax, CLAE, metemoglobina.



ABSTRACT

The vivax malaria is a disease that effects around 40% of the world, to treat it,
chloroquine (150 mg) and primaquine (15 mg). This is an 8-aminoquinoline with
tissue schizonticide action. Among the adverse effects enhance the capacity to
hemoglobin oxidation, dose-dependent, which is exacerbated in individuals with
glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency. When considering the lack of
studies concerning the methemoglobin levels and its correlation with primaquine
concentrations plasma in patients with vivax malaria, is justified this study using as
tools to monitor the plasma primaquine concentrations and its correlation with
methemoglobin levels. In this sense, it was followed up clinically and laboratory
findings of 20 patients with vivax malaria before (D0) and after three (D3), seven (D7)
and fourteen (D14) days starting the treatment, as well as validation of the method
for primaquine determination by high performance liquid chromatography (HPLC).
Methemoglobinemia was evaluated using the method of Hegesh et al. (1970) and
glucose-6-phosphate dehydrogenase by colorimetric method of Brewer et al. (1962 ).
The methodology validated was demonstrated efficient for primaquine determination,
whose average levels at D3, D7 and D14 were 227 + 106 ng / mL, 191 + 97 ng / mL
and 160 = 128 ng/mL. In the analysis according to gender was not observed
differences significant in the drug levels in several days of study. The average
methemoglobin levels in DO, D3, D7 and D14 were 1.15 + 0.9%, 4.1 + 2%, 5.7 + 2%
and 3 = 1.4%, respectively. There was an increase in the methemoglobin level after
drug administration, without difference by gender. There was not significant
correlation between the methemoglobin levels and primaquine concentrations
plasma in both sexes. The coefficients of Pearson correlation for males and females
were 0.8296 and 0.8137, respectively. We observed impaired expression of the
enzyme glucose-6-phosphate dehydrogenase in six male patients without differences
between the methemoglobin levels and primaquine concentrations plasma,

compared with patients with expression normal of the enzyme.

Keywords: Antimalarials, primaquine, vivax malaria, HPLC, methemoglobin.
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1. INTRODUCAO

A maléaria é uma doenca que afeta a humanidade ha tempos, e seus elevados
indices de morbidade e mortalidade a caracterizam como importante problema de
saude publica, ameacando cerca de 40% da populacdo mundial, em mais de 100
Paises, com 350 a 500 milhdes de casos e cerca de 1.1milhées de 6bitos ao ano
(CDC, 2007).

Em 2008, foram registrados nas Américas 572.000 casos, sendo o0 P.vivax
responsavel pela maioria (77%). No Brasil, foram notificados 313.922 casos, dos
guais 84% causados pelo P.vivax. Destes, 97% concentrados em seis estados da
regido amazoénica, a saber: Acre, Amapa, Amazonas, Para, Ronddnia e Roraima. A
incidéncia parasitaria anual média foi de 13 casos por 1.000 habitantes, com
letalidade de 1,5 em 10.000 casos. Medidas de controle implatadas no ano de 2006
resultaram na reducdo de 43% de sua ocorréncia até 2008. A doenca ocorre nas
areas rurais e nas periferias urbanas, associando-se as deficiéncias na atencao
basica a saude nas areas endémicas (FERREIRA, 2008; MS, 2008; MS, 2009;
WHO, 2009b).

O controle da maléria envolve as seguintes intervencdes: gestdo dos
pacientes (diagndstico e tratamento); prevencdo da infeccdo através do controle do
vetor (uso de mosquiteiro e inseticidas) e da doenca (administracdo de
antimalaricos). As ultimas representam os alicerces para o controle e diminuicdo dos
gastos em saude publica, pois sdo meios de prevenir casos graves e conseglente
Obito, bem como eliminar as fontes de infeccdo para os mosquitos, contribuindo
assim, para a reducéo da transmissao (WHO, 2009a).

A gquimioterapia desempenha papel fundamental no tratamento dos pacientes
com diagndstico clinico e laboratorial da maléria, pois interrompe o ciclo de vida do
parasita, impedindo as manifestacdes clinicas da infeccao (WHO, 2007). Diversos
medicamentos sao utilizados no tratamento das diferentes formas de malaria em
humanos, atuando em pelo menos duas etapas do ciclo de vida do plasmodio. Séo
empregados em associacbes medicamentosas, nas quais um possui acao
esquizonticida sanguinea ou/e gametocitocida, e no caso do P. vivax, acao

hipnozoiticida. No Brasil, sdo disponibilizados a quinina, doxiciclina, mefloquina,



18

lumefantrina, cloroquina (CQ), derivados da artemisinina e a primaquina (PQ) (MS,
2001; WHO, 2007).

A PQ é uma 8-aminoquinolina, administrada na forma de comprimido, ativa
contra 0os gametécitos de todas as espécies de plasmdédios e hipnozoitos de P.
vivax. Geralmente € associada a CQ, uma 4-aminoquinolina, com acéao
esquizonticida para todas as espécies de plasmodios e gametocitocida para P. vivax
e P. malariae (MS, 2001).

O uso das 8-aminoquinolinas vem crescendo atualmente, ndo apenas pela
resisténcia do plasmaédio aos outros antimalaricos, como também, pelo seu potencial
UsSO contra outros microorganismos como Pneumocystis carinni, Leishmania tropica
e Tripanossoma cruzi (BOLCHOZ et al., 2001; VALE et al., 2009b).

No tratamento da maléria pelo P. vivax, sdo empregados de acordo com o
Ministério da Saude a cloroquina e a primaquina. Apesar da eficacia destes
medicamentos, estudos demonstraram o0 surgimento de cepas de P. vivax
resistentes a CQ, o que é responsavel pela recrudescéncia, devido a permanéncia
do parasito na circulacdo em concentragdes acima das terapéuticas do farmaco, isto
é, 100ng/mL (MS, 2001; AGYEPONG et al., 2002; BAIRD, 2004 ).

Foi demonstrada diferenca na intensidade de acdo da PQ em diversos paises.
Na Tailandia, durante a fase aguda da infeccéo pelo P. vivax, o farmaco foi eficaz
quando utilizado em conjunto com a CQ, enquanto que no oeste da Indonésia e em
Chesson, Nova Guiné, observou-se tolerancia intrinseca dos parasitas a esta 8-
aminoquinolina (KRUDSOOD et al., 2008). Estudo realizado por Mufioz et al. (2006)
em trés pacientes espanhdis, destes, dois com provavel contaminacdo por malaria
vivax da regido indiana e o outro da Colombia, tratados com PQ sugeriu a presenca
de cepas resistentes. Tal achado também foi documentado na Somadlia, Africa
Oriental e Sudeste da Asia (BAIRD and HOLFFMAN, 2004; COLLINS and
JEFFERY, 1996; LOOAREESUWAN et al, 1997; SMOAK et al, 1997,
WILAIRATANA et al., 1999; apud Yeshiwondim, 2009, p. 9).

A PQ pode oxidar a hemoglobina a metemoglobina (MeHb), nas doses
terapéuticas comumente utilizadas, ndo ocorrendo o transporte de oxigénio aos
tecidos. Ressalta-se que a administracdo de agentes metemoglobinizantes, como
alguns medicamentos, a pacientes com deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase (G-6-PD), deve ser realizada com cautela, pois leva ao agravamento

dos sinais e sintomas caracteristicos desta condicdo, aumentando a taxa de MeHb,



19

com consequente cianose e hemolise, que pode evoluir, inclusive, para 6bito (SILVA
et al., 2004; HILL et al., 2006; RODRIGUES et al., 2007). De acordo com Brossi et
al. (1987) a atividade antiparasitaria e a hemolitica desse farmaco estao
relacionadas a formacao de produtos de biotransformacéo ativos.

Greaves et al. (1980) sugeriram que o emprego da associacdo CQ e PQ pode
aumentar a formacdo de metemoglobina, o que pode se relacionar tanto ao fato da
4-aminoquinolina interferir no metabolismo da 8-aminoquinolina, modificando o tipo
ou a quantidade de metabdlito formado, influenciando no efeito da metemoglobina
redutase, enzima capaz de reduzir a hemoglobina oxidada.

Para que estes medicamentos apresentem eficAcia sem causar danos ao
organismo humano, pois a maioria das reacfes adversas € dose dependente, é
importante  a monitorizacdo das suas concentracdes plasméaticas e o0
acompanhamento dos efeitos adversos (OGA, 1996; HILL et al., 2006; SANTANA et
al., 2007).



REFERENCIAL TEORICO

20



21

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Maléria
2.1.1. EPIDEMIOLOGIA

E uma doenca endémica, caracteristica das areas tropicais e subtropicais do
mundo, que apresenta como fatores determinantes para ocorréncia: a presenca do
mosquito, vetor do parasita e do homem. Soma-se a isto, as condi¢des climaticas
regionais, principalmente as chuvas e a temperatura, cujos valores entre 20-30°C,
favorece o crescimento do vetor, exercendo assim, importante influéncia na sua
distribuicao geografica (NEVES et al., 2007).

Em 2008 foram registrados 243 milhdes de casos de malaria em todo mundo,
a maioria destes no Continente Africano (85%), em seguida no Sudeste Asiatico
(10%), regido oriental do Mediterraneo (4%) e Continente Americano (WHO, 2009b).

MALARIA, 2008

- Areas de transmissio
da maliria

Area com limitado risco
de ransmissdo da malaria

| Auséncia de maliria

Figura 1 — Distribuigdo Geografica da Malaria
Fonte: WHO, 2008
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Dentre as quatro espécies que podem infectar o homem, se destaca o P.

vivax (Figura 2), responsavel por 85% dos casos registrados no Brasil (MS, 2008).

ovale malarie falciparum
1 78 45.588
0% 0% 15%

ferle. v vivax
2.882
1%

-

vivax
263.987
E4%

W falciparum B faic.+ vivax
vivax W malarie

Figura 2 — Proporcao de casos de malaria por espécie registrados no Brasil em 2008.
Fonte: DATASUS, 2008.

No Brasil, a distribuicdo da doencga esta associada a atividade exercida pela
populacdo exposta, sendo frequente nos garimpeiros e trabalhadores envolvidos nos
projetos agropecuarios e de colonizacdo. Nas periferias das grandes cidades como
Belém e Manaus, as mas condicdes de habitacdo e a proximidade desta aos
criadouros do mosquito vetor, propiciam a ocorréncia dos focos epidémicos. De
acordo com dados do Sistema de Vigilancia Epidemioldgica da Amazénia (SIVEP)
foram notificados em 2008 na Amazoénia Legal 263.987 casos de maléaria vivax com
maior prevaléncia nos Estados (Figura 3) do Amazonas, Para, Rondbnia, Acre e
Amapa (DATASUS, 2008).
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Figura 3 — Nimero de casos de malaria vivax por estado (UF) brasileiro.
Fonte: DATASUS, 2008.

2.1.2. BIOLOGIA DO PARASITA

Causada por protozoarios do género Plasmodium, um organismo unicelular
que apresenta como hospedeiro intermediario o homem e definitivo o0 mosquito,

bY

pertencente a ordem dos dipteros, familia Culicidae, género Anopheles, sendo a
espécie Anophelis darlingi a que se destaca na transmissao (VALE et al., 2005; MS,
2005).

Quatro espécies de plasmoédios podem infectar o homem: Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale e o Plasmodium malarie. O
primeiro é responsavel pela febre tercd maligna, o segundo e o terceiro pela ter¢a
benigna e o ultimo pela quartd cosmopolita (CDC, 2008). Destas, somente P. vivax e
P. ovale sdo capazes de causar multiplas recaidas da malaria apos semanas ou
meses da primeira infeccdo, 0 que se associa a presenca da forma latente do
protozoario no figado (DEEN et al., 2008).

O P. vivax é a espécie mais frequente no Brasil, tolera ambiente com baixa
temperatura, entretanto abaixo de 15°C, seu ciclo de vida fica comprometido. Por

outro lado, locais quentes favorecem seu crescimento, encurtando o ciclo,
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aumentando assim a possibilidade de transmissao. O periodo de incubacédo desta
espécie varia de 12 a 17 dias, entretanto, climas temperados e subtropicais
provocam o prolongamento deste periodo em algumas cepas (ANDRADE, 2005;
CDC, 2008).

O ciclo assexuado ocorre no homem (Figura 4), e se inicia durante o repasto
sanguineo, quando o mosquito infectado inocula os esporozoitos no organismo
humano, os quais migram para o figado onde realizam o ciclo exo-eritrocitico em
cerca de oito dias. Nas células hepaticas, os protozoéarios sofrem diferenciacdo e
passam para a forma arredondada de criptozoitos, em seguida se multiplicam e se
diferenciam em cerca de 10.000 merozoitos ou hipnozoitos, forma latente do P. vivax
responsavel pela recaida da maléaria, as quais podem permanecer por longo periodo
no organismo humano (BERNAN, 2004; VALE et al., 2005).

Com a ruptura dos esquizontes hepaticos, 0s merozoitos migram para a
corrente sanguinea, onde iniciam ciclo eritrocitario, degradam a hemoglobina para a
obtencdo de aminoacido e sintese proteica, através das enzimas produzidas no
vacuolo digestivo. A seguir, passam a forma amebdide intracelular de trofozoitos, os
quais evoluem até merozoitos, que irdo infectar novos eritrocitos. Neste momento,
ocorre a diferenciacdo dos gametdcitos que migram para a periferia do organismo
humano (SHARMA et al., 2005; VALE et al., 2005).

Ao realizar a picada, o0 mosquito fémea, ingere os gametécitos juntamente
com o sangue humano, que ao alcancarem o estdmago, realizam o ciclo sexuado
(esporogobnia), no qual o microgameta se une ao macrogameta formando o zigoto,
gue se torna mével e alongado (oocineto) e invade o epitélio gastrico, originando o
oocisto, que sofre ruptura e libera numerosos esporozoitos, os quais migram para as
glandulas salivares do inseto, que durante o repasto serdo inoculados no ser
humano, dando inicio a um novo ciclo do plasmdédio (BERNAN, 2004; VALE et al.,
2005).
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Figura 4 — Ciclo de vida do plasmédio no homem no mosquito.
Fonte: CDC, 2006.

2.1.3. PATOGENIA

A maléria pode ocorrer de forma assintomatica ou com 0s sinais e sintomas
classicos, como febre, sudorese, cefaléia e dores musculares. A gravidade depende
da espécie de plasmaodio presente e do estado imunolégico do hospedeiro. Outros
sinais e sintomas podem preceder como, mal estar geral, fadiga, mialgia, artralgia,
dor abdominal, nauseas, vOmito e diarréia. Também podem ocorrer
hepatoesplenomegalia, hipoglicemia e anemia (BERNAN, 2004; CDC, 2006).

A fisiopatologia estad relacionada ao ciclo do parasito no organismo,
precisamente a ruptura dos eritrocitos ao final da esquizogonia, quando ocorre a

liberacdo dos pirégenos na corrente sanguinea, como o pigmento hemozoina que
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estimula macrofagos e citocinas, como a interleucina 1 (IL-1), capaz de alterar o
equilibrio do hipotalamo, provocando elevacdo da temperatura, além de impedir a
acdo inibitoria de certos neurdnios do hipotalamo anterior, com conseqiente
vasoconstricdo periférica, originando a sensacdo de frio (ANDRADE, 2005). Outra
caracteristica da doenca é a anemia, devida a hemolise a cada esquizogonia
eritrocitaria (ANDRADE, 2005; CDC, 2006).

2.1.4. TRATAMENTO DA MALARIA

A Organizacdo Mundial da Saude recomenda iniciar o tratamento tdo logo os
sinais e sintomas da doenca se manifestem. Para que seja realizado de forma
adequada séo necessarias as seguintes informacdes: gravidade da doenca; espécie
do plasmddio; idade do paciente; histérico de infeccdo malarica anterior e a
susceptibilidade do parasito aos antimalaricos convencionais (MS, 2001).

Os quimiotergpicos atuam em diferentes estagios do desenvolvimento do
plasmodio (Figura 5). CQ, quinina, amodiaquina, mefloquina, halofantrina,
artemisinina e derivados, tetraciclina, proguanil, pirimetamina, sulfas e sulfonas sao
esquizonticidas sanguineos; enquanto que a PQ e pirimetamina possuem acao
esquizonticida tecidual. PQ, cloroquina e quinina também apresentam acao
gametocitocida. Alguns farmacos possuem acao esporonticida, como proguanil, PQ
e pirimetamina, exercendo acdo nos gametdcitos bloqueando a esporogbnia no
vetor (NEVES et al., 2007; MS, 2008).
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Figura 5 — Local de acdo dos quimioterapicos utilizados no tratamento da malaria.

Fonte: Adaptado do Ministério da Saude, 2008.
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Para o tratamento da malaria por P. vivax o Ministério da Saude recomenda o

seguinte esquema terapéutico (Quadrol) (MS, 2001).
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Drogas e Doses
1° dia 2° e 3°dias 4° ao 7° dias

Gr!..leos Primaquina Primaquina Primaquina
Etdrios ) comprimido i comprimido comprimido

Cloroquina Cloroquina

comprimido comprimido

Adulto | Infantil Advulto | Infantil | Adulto Infantil

Menor de 6 meses 1/4 - - 1/4 - - - -
6 a 11 meses 1/2 - 1 1/2 - 1 - 1
1 a2 anos 1 - 1 1/2 - 1 - 1
3 a 6 anos 1 - 2 1 - 2 - 2
7 a1l anos 2 1 1 Tel/2 1 1 1 1
12 a 14 anos 3 lel/2 - 2 1el/2 - Tel/2 -
15 ou mais 4 2 - 3 2 2 -

Quadro 1 — Esquema terapéutico para o tratamento da malaria causada por P. vivax.
Fonte: MS, 2001.

2.2. Caracteristicas quimicas e farmacoldgicas da primaquina

A PQ (Figura 6) € uma 8-aminoquinolina, denominada 8-(3-amino-1-
methilpropilamino)-6metoxiquinolina, desenvolvida em 1946 a partir da pamaquina.
Foi aprovada pelo FDA em 1952, para a cura radical da malaria causada pelo P.
vivax e P. ovale, devido a sua acdo hipnozoiticida, associada a um farmaco
esquizonticida. Apresenta também acdo gametocitocida contra o P. falciparum (MS,
2001; VALE et al., 2005; DEEN et al., 2008; VALE, 2009b).

O

H3CO N
NH
NH>

Figura 6 — Estrutura quimica da primaquina.
Fonte: PALIWAL & GUPTA (1998).
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O mecanismo de ac¢do ainda nao foi totalmente esclarecido, mas acredita-se
que atue intercalando-se entre o0s pares de bases do DNA (acido
desoxirribonucleico) do parasita, impedindo que as enzimas DNA e RNA (acido
ribonucleico) polimerase repliquem o material genético. Alguns autores sugeriram
que a acao ocorra através dos mecanismos de oxi-reducdo no parasita, tanto
através da producdo de espécies reativas de oxigénio, quanto pela interferéncia no
transporte de elétrons da cadeia respiratoria, comprometendo as fungbes da
mitocondria (ANTUNANO, 1999; MS, 2001; VALE et al., 2009a).

Os comprimidos apresentam 5,0 mg ou 15 mg de base difosfato,
correspondendo a 8,8 mg e 26,4 mg do sal de fosfato, respectivamente. E
rapidamente absorvida apds administracdo via oral, alcangando niveis plasméticos
méaximos apdés uma a trés horas, com concentragdo média de pico de 153 + 25
ng/mL (131-180 ng/mL). Distribui-se rapidamente pelos tecidos, e pequena
guantidade se liga a alfa-1-glicoproteina. O volume de distribuicdo varia de 200 a
300 L e a meia vida biolégica em torno de cinco horas nas pessoas saudaveis. A
biotransformacéo é rapida e realizada principalmente pelas oxidases de funcdo mista
hepaticas, sendo que os principais produtos gerados sao: 8-(3-carboxil-1-
metilpropilamino),  5-hidroxiprimaquina,  5-hidroxi-6-desmetilprimaquina e a
carboxiprimaquina. Ressalta-se que o0s trés apresentam menor atividade
antimalarica quando comparados ao composto original (MS, 2001; HILL et al., 2006;
RODRIGUES et al., 2007).

Em outra via ocorre a formacao de n-acetilprimaquina, considerada o principal
metabdlito presente no plasma, e que parece nao ter acdo contra o plasmodio. A
excrecdo da PQ é renal, com mais de 75% da dose ingerida em 24hs (MS, 2001;
HILL et al., 2006).

Quando utilizado para eliminar os hipnozoitos, é administrada pelo periodo de
sete dias em dose de 0,5 mg de base/kg de peso, em conjunto com um
esquizonticida sanguineo ativo como a cloroquina; enquanto que Seu uso COmo
gametocitocida, a dose varia de 0,50 a 0,75 mg base/Kg, administrada em dose
Unica (MS, 2001; RODRIGUES et al., 2007; MS, 2008).

Os efeitos adversos nas doses terapéuticas empregadas sao nhauseas,
vomito, dor epigéstrica, cdlicas abdominais e alteragdo da acomodacéo visual, no
entanto podem ocorrer reacdes graves nos individuos com deficiéncia de glicose-6-

fosfato desidrogenase, nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) ou
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metemoglobina redutase, com consequiente desenvolvimento de metemoglobinemia.
Raramente pode ocasionar leucopenia, agranulocitose, leucocitose e arritmia
cardiaca (MS, 2001; HILL et al., 2006).

A PQ ndo deve ser associada a mepacrina, mielossupressores e agentes
hemoliticos, os quais podem potencializar as reaces adversas. E contra-indicada
nas gravidas, pelo risco de hemolise nos fetos com deficiéncia de G-6-PD, nos
menores de seis anos, pois pode causar hipoplasia e aplasia medular e nos
pacientes com granulocitopenia, artrite reumatéide e lupus eritematoso (MS, 2001;
HILL et al., 2006).

2.3. Metemoglobinemia

A hemoglobina € uma metaloproteina presente no eritrécito, constituida por
duas cadeias betas e duas alfa, com o grupo heme contendo um ion Fe*" (ferro no
estado ferroso) disposto de forma central entre as cadeias. E responsavel pelo
transporte de oxigénio do pulm&o para os tecidos, e do didéxido de carbono dos
tecidos periféricos para o pulméo. A oxidacao do ferro da hemoglobina (Figura 7) a
Fe™ (Férrico), origina a MeHb, que n&o transporta oxigénio aos tecidos (OGA;
1997; NAOUM et al., 2004; CAMARGO et al., 2007).

Fe*? oxidacéo Fe*?
— »

Oxiemoglobina” reducago Metemoglobina

Figura 7 — Oxidacao e reducao do ferro pertencente a Hemoglobina.
Fonte: SRIVASTAVA et al, 2000

O organismo normalmente apresenta agentes oxidantes que promovem a

oxidacdo da hemoglobina, em média de 2% ao dia. A reducéo é realizada através de



31

enzimas como NADH-diaforase, glicose-6-fosfato desidrogenase e metemoglobina
redutase, que mantém a relacéo entre a oxihemoglobina e a MeHb no sangue (OGA,
1997; NAOUM et al., 2004; CAMARGO et al., 2007).

Quando os niveis de hemoglobina oxidada aumentam além do tolerado (>5%),
observa-se a sintomatologia da metemoglobinemia, que pode ser de origem
congénita, por deficiéncia enzimatica, ou adquirida através da exposicdo aos
agentes metemoglobinizantes, tais como: PQ, tintas contendo nitrobenzeno, anilina,
agua e alimentos in natura contendo nitritos, gases de escapamento de veiculos,
dentre outros. Independente da etiologia, a severidade dos sintomas depende dos
niveis de MeHb produzidos (OGA, 1997; WRITGHT et al., 1999; GUALANDRO,
2000; NAOUM et al., 2004).

Os sintomas caracteristicos sao cianose, ansiedade, cefaléia, taquicardia,
fadiga, tontura, taquipnéia, coma, convulsdo, arritmia e Obito, quando em altas
concentracbes, geralmente superiores a 60% de oxidacdo da hemoglobina
(WRITGHT et al., 1999; NAOUM et al., 2004).

2.4. Deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogense

A deficiéncia de G-6-PD é uma das enzimopatias mais freqiientes no mundo,
afetando cerca de quatrocentos milhdes de pessoas, com maior prevaléncia na
Africa Tropical, Oriente Médio, China, india, em algumas areas do Mediterraneo e
Papua Nova Guiné. A migracdo e consequente miscigenacdo dos povos tém
contribuido para a incidéncia universal da deficiéncia desta enzima (COMPRI et al.,
2000; TSENG et al., 2005).

E uma enzima citoplasmética codificada pelo gene do cromossomo X.
Distribui-se amplamente pelo organismo humano. Nas hemécias € utilizada para
obtencdo de energia através da via das hexoses, onde em sua acdo catalitica
provoca a oxidacdo da glicose-6-fosfato a 6-fosfogluconato (Figura 8), com a
reducdo concomitante do NADP, fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo,
produzindo sua forma reduzida (NADPH), cofator das defesas anti-oxidantes do
organismo (GUMUSLU et al., 2005; MAURICIO et al., 2006; BEUTLER et al., 2007).
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N

Figura 8 — Acdo da glicose-6-fosfato desidrogenase.
Fonte: Adaptado de Beutler et al, 2007

J& foram descritas mais de 400 variantes do polimorfismo no gene da G-6-PD
com carater recessivo do cromossomo X (regido Xq28). As mais comumente
encontradas sao a variante africana (G-6-PD A’) nos africanos e afro-descendentes,
e a mediterranea (G-6-PD Mediterranea) com maior freqiiéncia nos italianos, gregos,
judeus orientais, arabes e persas. Estas variantes sdo as mais frequentes no Brasil
(COMPRI et al., 2000; MAURICIO et al., 2006).

A expressao fenotipica desta enzima é importante na exposicdo humana aos
agentes oxidantes como medicamentos (antimalaricos, antibioticos etc), alimentos
conservados com nitrito de sodio e in natura contendo nitrato, gases de
escapamento de veiculos, tintas e corantes (anilinas e nitrobenzenos), os quais
podem ser responsabilizados por episodios de hemdlise aguda naqueles com a
variante mediterranea, resultante dos danos morfolégicos na membrana eritrocitaria,
com aumento na taxa de metemoglobina e hemolise com formacéo dos corpusculos
de Heinz (KUS, 1989; COMPRI et al., 2000; MAURICIO et al., 2006).

Alguns fatores como a cinética do farmaco original ou de seus metabdlitos e
do tipo de variante enzimatica influenciam na susceptibilidade a hemolise oxidativa,
que ocorre, geralmente, dois a trés dias apos a exposicdo ao farmaco (MAURICIO et
al., 2006; SILVIA et al., 2006).

Bangchang et al. (1994), ao avaliarem dois grupos de individuos com malaria
por P. vivax, em funcdo da expressao da G-6-PD, fazendo uso de 150 mg de CQ

durante 3 dias e 15mg de PQ por 14 dias, ndo observaram diferenca estatistica
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significativa na concentracdo plasmatica média de primaguina nos grupos
analisados, bem como néo foi observada correlagdo entre o grau de hemdlise e a

cinética da primaquina naqueles com deficiéncia enzimatica

2.5. Primaquina e a metemoglobinemia

Os primeiros relatos da toxicidade da primaquina ao sistema hematopoiético
datam de 1952, através de estudo realizado em voluntarios caucasianos e negroides
(CLAYMAN et al.,1952; HOCKWALD et al.,1952 apud Santana, 2007, p. 534).
Corroborando tal achado, diversos autores relataram oxida¢do da hemoglobina apés
uso terapéutico de primaquina e cloroquina, que é agravado naqueles com
deficiéncia de G-6-PD (BANGCHANG et al., 1994; BEUTLER & DUPARC, 2007).

A formacdo de metemoglobina € reduzida e auto-limitada quando estes
farmacos séo utilizados na dose terapéutica recomendada nos individuos com
expressao genética normal das enzimas redutoras, nos quais séo relatados aumento
médio de 5%, entretanto pode alcancar até 15%, naqueles com deficiéncia em
algumas das enzimas envolvidas na reducdo da hemoglobina oxidada (BAIRD &
RIECKMANN, 2003).

Em 1981, Fletcher et al. (1981) determinaram este farmaco em amostras de
plasma e urina de caucasianos e tailandeses, fazendo uso diario de 450 mg de
cloroquina e 15 mg de primaquina, por trés e quatorze dias respecitvamente,
correlacionando com os niveis de MeHb. O resultado do estudo indicou que o0s
caucasianos desenvolveram significativa metemoglobinemia, sem correlagdo com as
concentracdes de primaquina excretadas, além de significativa variacdo no teor de
MeHb, durante os quatorze dias de uso do farmaco, sugerindo que a oxidacéo seja
provocada pela primaquina ou seus metabdlitos.

Neste sentido, Bolchoz et al. (2001) utilizando ratos e microssomas de figado
humano, demonstraram que ambos formam 6-metoxi-8-aminoquinolina (6-MAQ),
como metabdlito da primaquina, o qual através de N-hidroxilac&o origina 6-metoxi-8-
hidroxiaminoquinolina (MAQ-NOH), que apresenta atividade tdxica nos meios
biol6gicos estudados. Bowman et al. (2005) demonstraram que o metabdlito 5-

hidroxiprimaquina (5-HPQ) apresenta atividade hemolitica em eritrécitos de ratos.
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Outro estudo demonstrou que os teores de MeHb variaram de 6 a 9% nos
individuos que receberam 15 mg/dia de PQ, de 10 a 18% e 11 a 18% naqueles que
receberam 22,5 e 30 mg/dia do farmaco, respectivamente (HILL et al., 2006).

Pesquisa conduzida por Santana et al. (2007) em individuos com malaria vivax
ou mista (vivax + falciparum), divididos em dois grupos; com e sem diagndstico de
metemoglobinemia, relataram que o primeiro grupo alcancou média de 11,1% de
MeHb, sendo que a cianose estava presente em todos. Os autores identificaram
correlacao significativa entre o aumento da MeHb e a presenca da deficiéncia de G-
6-PD.

2.6. Validacdo de métodos cromatograficos

Para assegurar a confiabilidade dos resultados analiticos gerados é realizada
a validacdo do procedimento, requisito essencial na utilizacdo e adaptacdo da
metodologia, desenvolvimento de novas técnicas e utilizacdo de diferentes
equipamentos. Os parametros analiticos normalmente utilizados para validacdo de
métodos de separacdo sao: seletividade, linearidade e faixa de aplicacao, curva de
calibracdo, recuperagao, limite de deteccédo, limite de quantificagcdo, precisédo e
robustez (BRASIL, 2003; BRITO et al, 2003; RIBANI et al 2004;).

2.6.1. SELETIVIDADE/ESPECIFICIDADE

A seletividade € um parametro utilizado para verificar se 0 método aplicado
para a determinacdo de primaquina € capaz de identifica-la dentre outros
componentes da matriz, ou seja, € seletivo para a andlise da substancia em questao.
Pode ser avaliada de duas formas: comparando a matriz isenta da substancia de
interesse com aquela contendo a substancia padrdo, ou através de detectores de
arranjo de diodo ou espectrometro de massa, onde se compara 0 espectro do pico
obtido na separacdo com o do padrdo (RIBANI et al., 2004; BRITO et al., 2003;
BRASIL, 2003).
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2.6.2. LINEARIDADE E FAIXA DE CONCENTRACAO

Através deste parametro pode ser verificado se as concentra¢des do farmaco
sao diretamente proporcionais ao sinal (area ou altura do pico) gerado. A relagéo é
obtida através da curva de calibracdo, construida a partir de uma reta com no
minimo cinco pontos, sendo excluido o ponto zero, utilizando-se solugbes padrbes
nas concentracdes dispostas em um intervalo estabelecido em funcdo da faixa de
trabalho, as quais sédo analisadas em triplicata. A partir das respostas analiticas
obtidas nas solucbes de concentracdes conhecidas realiza-se o calculo para
obtencdo dos coeficientes “a e b” através da regressdo linear, que fornece a
equacgdo y = ax + b. Calcula-se também o coeficiente de Pearson (r), para avaliar a
dispersdo dos pontos na reta e a incerteza dos coeficientes lineares. A ANVISA
(Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria) recomenda o r = 0,99 (BRASIL, 2003;
BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004).

2.6.3. CURVA DE CALIBRACAO

Representa a relacdo entre a resposta obtida do instrumento e a
concentracdo conhecida do farmaco presente na amostra, apos processamento. A
curva deve conter amostra branco (matriz biolodgica isenta do analito e do padrdo
interno), amostra zero (matriz biolégica contendo padréo interno) e no minimo seis
amostras contendo o analito e padrédo interno, incluido o limite de quantificacdo
(menor quantidade de um analito em uma amostra que pode ser quantificada com
exatidao e precisao). A seguir, realiza-se o calculo para obtencéo dos coeficientes “a
e b” através da regresséo linear, que fornece a equacdo y = ax + b. Calcula-se
também o coeficiente de Pearson (r), para avaliar a dispersdo dos pontos na reta e a

incerteza dos coeficientes lineares (BRASIL, 2003).
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2.6.4. RECUPERACAO

Avalia a eficiéncia do procedimento de extracdo do farmaco da matriz. E
obtida empregando-se trés amostras contendo concentracfes baixa, média e alta,
em funcéo da linearidade do método. As relacdes das areas do analito de interesse
e do padrdo internos apés extracdo € comparada com as relacdes de areas das
solugbes padrédo e do padrdo preparada em solventes, que representa 100% de
recuperacao (BRASIL, 2003).

2.6.5. LIMITE DE DETECGCAO (LD)

E a menor concentracdo detectada da substancia em questdo, mas n&o
necessariamente quantificada. De acordo com Resolucdo n° 899 da ANVISA sua
determinacao deve ser feita com base na relacdo de 3 vezes o ruido da linha de
base, de 3 curvas de calibracdo contendo a suposta concentracdo pertencente ao

LD. O valor deste pode ser obtido através da seguinte equacao:
LD =DPax3 (1)

IC

Onde: DPa = Desvio padrao do interceptor do eixo Y

IC = inclinacdo da curva de calibracao
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2.6.6. Limite de Quantificacao (LQ)

E a menor concentracéo do analito que pode ser quantificada, com exatid&o e
precisdo aceitavel, obtida através de, no minimo, 3 curvas de calibracdo contendo
solucBes com concentracdes decrescentes do farmaco até o menor nivel detectavel.
O LQ pode ser obtido pela equagao abaixo (BRASIL, 2003):

LQ = DPa x 10 (2)
IC

2.6.7. PRECISAO

Parametro através do qual se avalia a proximidade dos resultados obtidos de
varias medidas da mesma amostra, expressa geralmente através do desvio padréo,

variancia ou coeficiente de variagao (CV) de diversas medidas, onde:

CV%= S x 100 (3)
M

S = desvio-padrao

M= média aritimética

Esta avaliacdo pode ser apresentada em trés niveis: repetitividade ou
precisao intra-ensaio, precisdo intermediaria e reprodutibilidade (BRITO et al., 2003;
RIBANI et al., 2004).
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2.6.7.1. Repetitibilidade

Pardmetro através do qual se verifica a concordancia entre as analises
sucessivas realizadas na mesma condicdo de operacdo (equipamentos, analista,
reagente, dia e condicdo ambiental). De acordo com a ANVISA devem ser realizadas
no minimo nove determinagdes, das concentracdes alta, média e baixa no mesmo
dia (BRASIL, 2003; BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004).

2.6.7.2. Precisao intermediaria

Indica a dispersdo ocorrida no laboratério, como aquela provocada por
diferentes analistas e equipamentos em dias alternados, deve ser realisada em no
minimo dois dias (BRITO et al., 2003).

2.6.7.3. Reprodutibilidade

Expressa a dispersdao da analise em laboratérios diferentes que utilizam
estudos colaborativos para a padronizacdo de métodos. De acordo com a IUPAC,

deve ser relaziada no minimo em cinco laboratoérios (BRASIL, 2003).

2.6.8. ROBUSTEZ

E a medida da capacidade de um método permanecer inalterado sob pequenas
variacfes dos parametros analiticos, como: pH, temperatura, fluxo e composicdo da
fase mével, diferentes lotes ou procedéncias de colunas ou da fase mével (BRASIL,
2003).
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JUSTIFICATIVA

Considerando-se a elevada incidéncia de malaria vivax na regido amazonica,
aliado a capacidade da primaquina em oxidar a hemoglobina, principalmente nos
indiviuos com deficiéncia de G-6-PD e a auséncia de estudos referentes aos teores
de metemoglobina, e sua correlagdo com as concentragdes plasméaticas de
primaquina nos pacientes com malaria vivax, justifica-se a realizacdo deste estudo
empregando-se como ferramentas a monitorizacdo das concentragdes sanguineas

de primaquina e sua correlacdo com os teores de metemoglobina.
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral
Determinar as concentracdes plasmaticas de primaquina em pacientes com malaria

causada por P. vivax, correlacionando-as com as taxas de metemoglobina.

4.2. Especificos

-Validar metodologia analitica para a determinacdo de primaquina por cromatografia
liguida de alta eficiéncia com detec¢do no ultravioleta;

-Determinar as concentracdes plasmaticas de primaquina nos pacientes com malaria
vivax;

-Avaliar a atividade qualitativa da glicose-6-fosfato desidrogenase e os indices
hematimétricos;

-Determinar os teores de metemoglobina do pacientes;

-Comparar os teores de metemoglobina quanto ao sexo e de acordo a expressao
qualitativa da glicose-6-fosfato desidrogense dos pacientes;

-Comparar as concentracdes plasméaticas de primaquina quanto ao sexo e de acordo
a expressao qualitativa da glicose-6-fosfato desidrogense dos pacientes;
-Correlacionar os teores de metemoglobina com as concentracdes plasmaticas de

primaquina.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Casuistica

Foram coletadas por demanda espontanea, amostras de sangue de 20
pacientes, dentre aqueles atendidos na Unidade Basica de Saude Brasil-Novo
(Anexo A) pertencente ao estado de Macapa-AP. Selecionados pacientes de ambos
0S sexos, com idade entre 15 a 60 anos, exame de gota espessa positivo para
malaria por Plasmodium vivax e que nao realizaram profilaxia ou tratamento com
antimalaricos nos ultimos dois meses, obdecendo os seguintes critérios de inclusao

e exclusao:

5.1.1. CRITERIOS DE INCLUSAO

e Diagndstico hemoparasitoscopico de malaria por P. vivax ;
e Nao ter iniciado tratamento para malaria por P. vivax: CQ (150 mg, por 3
dias) e PQ (15 mg, por 14 dias);

e |dade igual superior a 15 anos de ambos 0S sexos.

5.1.2. CRITERIOS DE EXCLUSAO

e Pacientes com maléria mista (aqueles com P. vivax e outra espécie de
malaria);

e Aqueles que apresentaram quadro severo de maléria;

e Pacientes com doencas associadas;

e Aqueles que recusaram assinar o termo de consentimento livre e

esclarecido.
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5.2. Amostras

Foram coletados de cada paciente cerca de 10 mL de sangue, por puncgao
venosa periférica, empregando-se tubos & vacuo contendo EDTA como
anticoagulante, devidamente identificados, antes do inicio do tratamento (DO), e
apos trés (D3), sete (D7) e 14 (D14) dias de quimioterapia. Ressalta-se que foram
coletadas amostras de vale, isto é, antes da administracdo da proxima dose. A
seguir, cerca de 7,5 mL, foram separados por centrifugacdo para obtencdo do
plasma, e imediatamente submetidos a refrigeracéo a - 4°C. O tempo decorrido entre
a coleta das amostras e a determinacao de primaquina foi inferior a 60 dias.

Do restante do sangue total 1 mL foi encaminhado ao Laboratério do Hospital
Alberto Lima (Anexo B) para determinacdo dos indices hematimétricos e 1,5 mL
utilizado para a determinacdo do teor de metemoglobina no Laboratorio Central do
Amapa LACEN-AP (Anexo 3). O tempo decorrido entre a coleta das amostras e o
hemograma foi inferior a 24 horas enquanto que para a analise de MeHb foi inferior
a 48horas.

Na validacdo da metodologia analitica para determinacdo de PQ nas
amostras de plasma por cromatografia liquida de alta eficiéncia, foi utilizado pool de
plasma de voluntarios sadios procedentes do Laboratério de Andlises Clinicas da
Faculdade de Farméacia da UFPA, que nunca tiveram malaria ou usaram o0s

farmacos em estudo e que assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

5.3. Esquema terapéutico

Os pacientes com malaria vivax foram tratados da seguinte forma: 150 mg de
cloroquina base via oral, dividido em trés dias, no primeiro 10mg/Kg de peso no
segundo e terceiro dias 7,5 mg/Kg, obtendo-se uma dose total de 25 mg/Kg,
associado ao fosfato de primaquina via oral, contendo 15mg de substancia base, na

dose de 0,5 mg/kg/dia durante 14 dias.
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5.4. Equipamentos e acessoérios

-Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (VARIAN), composto por uma bomba
isocratica (PROSTART 300), injetor manual reodyne (Modelo 772i), com loop de
20uL, coluna de fase reversa (X-Terra): RP- 8, 15cm, 5um e 4.6 mm de diametro
interno (Waters, Saint Quentin-en-Y velines, France).; pré-coluna: 2.1x 10mm;
detector duplo canal ultravioleta (Modelo 320) e visivel (PROSTAR 220).
-Espectrofotdmetro UV-visivel, DR5000-HACH, HEXIS ®,

-Contador Automatico de Células KX-21, Sysmex®,

-Agitador de tubos vortex, Q-220b1, Quimis ®,

-Ultra-som, Q-335D, Quimis®,

-Centrifuga, 2K15, Sigma Laborzentrifugen ®;

-pHmetro digital, PHS-3B, Phtek®;

-Balanca, VL-1mg, Acculab®,

-Homogeneizador, BHS-300, Benfer®,

-Bomba de vacuo, Fabbe ®,

-Deionizador de 4gua Aquapur AQ 0010®;

-Microseringa de 50uL, Hamilton &,

-Micropipetas automaticas com volume regulavel Finnpipette (10uL a 100uL, 20uL a
200pL e 200pL a 1000pL), Labsystems ®.

5.5. Reagentes e solventes

Acetonitrila (J.K. Baker) grau HPLC; Metanol (Vetec); Trietilamina (Merck);
Hidroxido de sédio (Merck); Acido cloridrico (Labsynth); Ferricianeto de Potassio
(Vetec); Cianeto de Sédio (Vetec); Acido acético (Merck); Diclorometano (Merck),
Eter metil terc butilico (Vetec); Triton-100 (Sigma); Primaquina (Sigma®); Quinidina
(Sigma®); A éagua foi purificada com o sistema Aquapur AQ 0010® para a

preparacao dos diversos reagentes para o estudo.
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5.6. Condicbes cromatogréaficas para analise de primaquina

Foram seguidas as condi¢cdes propostas por Dua et. al (1996) com
modificacdes. A fase movel composta de acetonitrila, metanol e agua (30:26:95, v/v),
submetida a filtracdo e desgaseificacdo no ultra-som por quinze minutos antes do

uso. O fluxo foi de 1 mL/min e o comprimento de onda de 254 nm.

5.7. Solucbes-padrédo, controle e calibradores
5.7.1. SOLUCOES ESTOQUE DE PRIMAQUINA

A solucdo estoque de PQ (100 pg/mL) foi preparada em metanol e

armazenada a -20°C.

5.7.2. PADRAO INTERNO

O padrao interno utilizado foi a quinidina (QND) na concentragdo de 10,5
pg/mL, preparado em metanol e armazenado a -20°C.

5.7.3. CALIBRADORES

Foram preparados a partir de pool de plasma oriundo de pessoas que nunca
fizeram uso de CQ e PQ, bem como nao relataram episddios de malaria. Foram

preparados nas concentra¢des de 50 ng/mL a 900ng/mL.

5.8. Procedimento de extracdo da primaquina

Foi seguido o procedimento proposto por Dua et al. (1996) com modificacdes

na gquantidade de plasma, composicdo do liquido extrator, padrdo interno e na

solucéo basificante. Adicionou-se em um microtubo aliquota de 100 uL da amostra
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de plasma, 100 uL de QND, na concentracdo de 10,5 pg/mL, e 100 yL de NaOH
2M. Agitou-se em vortex por 30 segundos. A seguir, foi adicionado 1mL de
Diclorometano:Eter-metil-terc-butilico (3,5:1,v/v), como extratores. Homogenizou-se
em agitador mecanico por 20 min e centrifugacdo a 2000 rpm por 10 min. A fase
organica foi separada e transferida para outro microtubo de polietileno, e
posteriormente evaporada & temperatura de 62°C por 20 min. O residuo foi
recomposto com 100 pL da fase movel, agitado por 30 segundos no vértex e
aplicado, em volume de 50 pL, no cromatdgrafo liquido.

5.9. Validacdo do método para determinacdo de primaquina

Realizada seguindo os procedimentos propostos na RE n° 899 da ANVISA de
29/5/2003 e pelo FDA (2007) anteriormente descritos. Os parametros avaliados
foram: linearidade, seletividade, precisdo intra e inter ensaio, recuperacao, limites de

deteccao e quantificacéo e robustez.

5.10. Determinacé&o do teor de metemoglobina
5.10.1. SOLUCOES

Solucédo tampéo fosfato pH = 7,2 ( 7 mL de fosfato de potassio 0,5 M e 10 mL
de hidréxido de sodio 0,5 M); solucdo de ferrocianeto de potassio 5% (0,2 mL de
ferricianeto de potassio 5% adicionado de 2,5 mL de solucdo tampéo fosfato,
completar o volume para 10 mL com agua destilada), solucdo de cianeto neutralizado

(1 mL de cianeto de sédio 10%, adicionado de 0,9 mL de &cido acético 12%).
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5.10.2. PROCEDIMENTO

A MeHb foi determinada de acordo com o método de Hegesh (1970 apud
CAMARGO, 2007, p.96) que consiste em: Transferir para um tubo de ensaio de 15
mL, 0,5 mL de sangue e 2,5 mL de agua destilada, agitando-se por inversdo trés
vezes, em seguida deixar em repouso por trés minutos. Acrescentar 1 mL de tampé&o
fosfato ph=7,2, 100 pL de Triton X 100, misturar em homogeneizador por 30
segundos e centrifugar por 15min a 1000rpm. Recolher o sobrenadante, com auxilio
de pipeta Pasteur, para um tubo pequeno de ensaio, de volume de 3mL. Transferir
2,4mL para a cubeta 1 e 0,2 mL da amostra para cubeta 2, adicionando a ultima,
2,2 mL de ferricianeto de potassio. Efetuar a leitura das absorbancias (A1 e A;) em
632 nm. Adicionar 100 puL de solucdo de cianeto neutralizante as duas cubetas,
agitar por inversdo, e apés 1minuto efetuar a leitura das absorbancias (Asz e A).

Calcular a metemoglobina, em porcentagem, através da seguinte equacéo (4):

% MeHb=__A;-A;  x100 4)
12 (A2 — Ag)

Onde: 12 = Fator de Diluicéo;
A1 - Az = Porcentagem de metemoglobina na amostra;

Az — A, =100% de metemoglobina.

5.11. Avaliacdo da reducdo da metemoglobina
5.11.1. SOLUCOES

Solucéo de nitrato de sodio (Glicose 5g adicionado a nitrato de sodio 1,259 e
100mL de agua destilada) e azul de metileno (0,169 adicionado a 1000mL de agua

destilada)
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5.11.2. PROCEDIMENTO

Realizada de acordo com o método proposto por Brewer et al (1962), que
consiste em: identificar trés tubos de ensaio, onde T € o tubo teste, CN € o controle
negativo, que tera a coloracdo vermelho “vivo” e CP, controle positivo, em castanho
escuro, a seguir adicionar 200 pL de sangue total em cada um, 20 pL de nitrito de
sédio nos tubos T e CP, 20 yL de azul de metileno nos tubos T e CN.
Homogeneizar e incubar os tubos no banho de agua a 37°C por trés horas. Apés o
periodo de incubacéo transferir 100 pL de cada amostra para tubos contendo 10 mL
de agua, devidamente identificados. Observar a coloracéo final dos tubos controle e
comparar com tubo teste. O resultado serd positivo se a coloracdo do tubo T for

semelhante a do tubo CP.

5.12.indices hematimétricos

Os indices hematimétricos dos pacientes foram determinados empregando-se
contador automético de células, devidamente calibrado e de acordo com as boas
praticas de laboratério clinico de Hematologia do Hospital Alberto Lima. Os valores
de referéncia do eritrograma foram aqueles adotados pela Instituicdo na qual as

analises foram realizadas.

5.13. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram tabulados em planilhas elaboradas para este
estudo no programa Microsoft Office Excel 2007. Para comparacdo das médias e
medianas foram utilizados os testes ANOVA (analise de variancia), Mann-Whintney
(Teste U) e t de Student. Ja o coeficiente de “Pearson” (r) e a regressao linear foram
empregados na estimativa das correlagbes entre os diversos resultados obtidos no

estudo. Os testes estatisticos foram realizados com auxilio dos programas BioEstat



51

(Graphpad Software versédo 5.0), EXCEL® E INSTAT® (Graphpad Software versao

3.05). O nivel de significancia aceito foi de 5%.

5.14. Aspectos éticos

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas de
Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal obtendo-
se a partir deste o seguinte numero de protocolo 093/09 (Anexo D). Os pacientes
participantes do estudo foram esclarecidos sobre os objetivos da pesquisa e

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo E).
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6. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas gerais dos pacientes

Participaram do estudo 15 pacientes do sexo masculino e 5 feminino com
malaria vivax, diagnosticados através do exame da gota espessa. A amplitude de
idade foi de 15 a 59 anos (Tabela 1), residentes nas localidades situadas as
margens da BR-156, Km-9 e Km-11, Curralinho, e nos Bairros Brasil Novo,
Loteamento Acai, Ilha do Canaa e Parque do Buriti (Tabela 2 ), todos atendidos na

Unidade Basica de Saude Brasil-Novo.

Tabela 1 — Caracteristicas dos pacientes participantes do estudo, segundo o sexo.

SEXO n IDADE MEDIA AMPLITUDE DA PARESITEMIA INICIAL

(Anos) IDADE Parasitas/mm? de sangue
(xxd.p.) (Anos) (Xgx d.p.9)
Masculino 15 34,6 £ 15,26 15 -59 1501,05 £ 2,9173
Feminino 5 35,3+6,1 34 - 42 1782,60 + 9,1517

n = ndmero de individuos; x = média; Xg = média geométrica; d.p. = desvio padréo; d.p.g = desvio

padrdo geométrico

O emprego de teste estatistico paramétrico para comparar as parasitemias
médias dos pacientes em funcdo do sexo, ndo demonstrou diferenca significativa
(P=0.6203).
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Tabela 2 — Nimero de casos de malaria vivax por local de infecgdo dos pacientes participantes do

estudo.

NUMERO DE CASOS LOCAL DE INFECCAO
5 BR-156 Km-9
7 BR-156 Km-11
2 Curralinho
3 Brasil Novo
1 Loteamento Acai
1 llha do Canaa
1 Parque do Buriti

6.2. Validacdo da metodologia analitica para determinacdo de primaquina por

cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecc¢do no ultravioleta

6.2.1. CONDICOES CROMATOGRAFICAS

As condicbes cromatograficas utilizadas para determinacdo de PQ estédo

apresentadas na tabela 3.
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Tabela 3 — Condi¢des cromatogréficas para determinacéo de primaquina.

Detector uVv(254nm)
Fluxo 1mL/min
Coluna RP-8,15cm, 5um e 4,6 mm de

diametro interno (Waters, Saint

Quentin-en-Y velines, France)

Fase Movel Acetonitrila:Metanol:Agua(30:26:95,
v/v), pH=5
Volume de Injecéo 50uL

6.2.2. TEMPOS DE RETENCAO

Os tempos de retencéo da PQ e da QND (padrao interno), nas condi¢cbes

cromatograficas descritas no item 6.3.1, estao apresentados na tabela 4.

Tabela 4 — Tempo de retencdo da primaquina e da quinidina.

ANALITOS N TEMPO DE RETENCAO
(minutos)

Quinidina 5 7,0

Primaquina 5 8.8

n= ndmero de determinacdes
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6.2.3. PARAMETROS DE VALIDACAO

6.2.3.1. Seletividade

O método mostrou-se seletivo, conforme demonstrado no cromatograma da
figura 9, obtido a partir da aplicacdo no cromatégrafo de amostra de plasma
contendo PQ, de acordo com as condicbes descritas em 2.6.1 e extracdo

apresentada em 5.8.
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Figura 9 — Cromatograma contendo os picos de Quinidina (5ug/mL)=7.058min e Primaquina

(50ng/mL) =8.778min.
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6.2.3.2. Linearidade

Os dados que representam a capacidade do método em gerar resultados
proporcionais a concentracdo do analito em questdo estdo demonstrados
graficamente na figura 10, juntamente com o coeficiente de Pearson e a equac¢éo da

reta.
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Figura 10 — Representac¢édo grafica da linearidade da primaquina

6.2.3.3. Limites de deteccao e de quantificacdo

O limite de deteccao foi de 35ng/mL, e o de quantificacdo de 50ng/mL.
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6.2.3.4. Curva de Calibracéo

A curva de calibragdo obtida a partir da extragdo dos calibradores contendo
diversas concentracoes de PQ, juntamente com a equacéo da reta e o coeficiente de

correlacéo de Pearson, estdo apresentados na Figura 11.
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Figura 11 — Representacao grafica da curva de calibracéo da primaquina

6.2.3.5. Precisao do método

A precisdo do método realizada através de nove determinacdes
(repetibilidade) e 5 determinacbes por trés dias consecutivos (precisao
intermedidaria), em diversas concentracdes de PQ, expressas como coeficiente de

variagao estao apresentadas na tabela 5.
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Tabela 5 — Repetibilidade e precisao intermediaria expressas como coeficiente de variagcao (CV), em

porcentagem.
PRIMAQUINA n REPETIBILIDADE N PRECISAQ
INTERMEDIARIA
(ng/mL) CV (%)
CV(%)

50 9 10,96 15 4,58

300 9 11 15 11

900 9 5,49 15 9,31

n = nimero de determinacfes

6.2.3.6. Recuperagao

A recuperacédo dos calibradores, expressa em porcentagem, contendo PQ em

concentracdes de 50, 300 e 900ng/mL esta apresentada na tabela 6.

Tabela 6 — Recuperacao, expressa em porcentagem, obtida a partir das concentragbes de 50, 300 e

900ng/mL.
PRIMAQUINA N RECUPERACAO
(ng/mL) (%)
50 15 109.75
300 15 89,59
900 15 86,65

n= ndmero de determinacdes
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6.2.3.7. Robustez

As mudancas nos tempos de retencédo da PQ e do padrao interno, resultantes
das modificacdes deliberadas do pH e do fluxo da fase mével estdo apresentadas

nas tabelas 7 e 8.

Tabela 7 — Tempos de retencéo (TR) da quinidina e primaquina de acordo com a variagao do pH.

VARIACAO DE Ph n TEMPO DE RETENCAO (min)
QUINIDINA PRIMAQUINA
5 5 7.1 8.9
4 5 4,6 7,9
3,5 5 4,4 7.6

n = nimero de detrminacdes.

Tabela 8 — Tempos de retencéo da quinidina e primaquina de acordo com o fluxo da fase movel.

VARIACAO DO FLUXO n TEMPO DE RETENCAO (min)
(mL/min)
QUINIDINA PRIMAQUINA
15 5 3,8 5,4
1,0 5 7,5 8,7
0,5 5 10,3 15

n = ndmero de determinacdes.
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6.3. Concentragdes plasméticas de primaquina em pacientes com malaria

vivax

As concentracbes de PQ, expressas como media e desvio-padréo,
determinadas no plasma dos pacientes com malaria vivax nos diversos dias de

estudo, juntamente com a amplitude, estdo apresentadas na tabela 9.

Tabela 9 — ConcentragBes plasmaticas de primaquina, expressas como média e devio-padréo,
juntmente com a ampitude, de todos os pacientes do estudo durante os dias de

monitorizacgao.

DIAS n AMPLITUDE PRIMAQUINA
(ng/mL) (ng/mL)

DO 20 Nd Nd

D3 20 24,87 - 365,90 227,47 +106,88

D7 20 24,86 - 367,01 191,51 +97,96

D14 20 11,20 - 467,88 160,04 +128,29

n = ndmero de determinacdes; Nd = ndo detectado; x + d.p. = média e desvio padréo.

A analise de variancia (ANOVA) dos teores plasmaticos de PQ de todos os
pacientes, a partir do terceiro dia da administracdo, ndo demonstrou diferenca
significativa (P=0.2422).

A seguir, os teores plasmaticos de PQ foram alocados segundo o sexo dos
participantes do estudo. O emprego do teste estatistico paramétrico (t de student)
ndo demonstrou diferenca significativa nas concentracdes plasmaticas de PQ entre
0S sexos, no periodo avaliado. Resultados semelhantes foram obtidos na analise de
variancia (ANOVA) em cada sexo nos diversos dias de estudo. As concentracdes
plasmaticas de PQ, expressa como média e desvio-padrdes, juntamente com 0s
valores de significancia estatistica, segundo o sexo, estdo apresentados na tabela
10.
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Tabela 10 — Concentragcao plasmatica de primquina em ng/mL, expressa como média e desvio-

padrédo, de acordo com o sexo do paciente.

SEXO PRIMAQUINA (ng/mL) P valor**
N DO D3 D7 D14
Masculino 15 Nd 235,41 + 209,10 + 180,47 + 0.3346
100,73 103,53 130,39
Feminino 5 Nd 199,67 + 147,80 + 72,10 £ 0.5270
139,44 76,87 78,89
p valor* Nd 0.2856 0.1545 0.0992 p valor*

Nd = ndo determinada; *teste t de student; **analise de variancia; x = d.p. = média e desvio padrao.

Na avaliacdo qualitativa da atividade da enzima G-6-PD dos 20 pacientes com
malaria vivax participantes do estudo, seis apresentaram reducao da atividade desta
enzima, todos do sexo masculino. As concentracdes plasmaticas de PQ, expressa
como média e desvio-padrdo, juntamente com os valores de significancia estatistica,
segundo a expressdo quntitativa da G-6-PD, estdo apresentadas na tabela 11. O
emprego de teste estatistico paramétrico (t de student) ndo demonstrou diferenca
significativa nas concentracdes plasméaticas de PQ entre os grupos, no periodo
avaliado, resultados semelhantes foram obtidos na analise de variancia (ANOVA)
realizada em cada grupo nos diversos dias de estudo, como podemos observar

através dos P valores demonstrados na tabela da pagina seguinte.
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Tabela 11 — Concentragbes médias de Primaquina (ng/mL), expressa como média e desvio-padrao,

em pacientes do sexo masculino, em funcao da expresséo da glicose-6-fosfato desidrogenase.

Expresséo PRIMAQUINA (ng/mL) P
da G-6-PD valor**
N DO D3 D7 D14

Normal 9 Nd 210,83 £ 218,97 + 198,54 + 0.9566
111,44 118,92 153,88

Enzimopénico 6 nd 279,65 + 194,29 + 144,34 £ 0.0566
65,80 90,01 66,88
P valor* n.d. 0.1173 0.3674 0.2617

nd=n&do determinado; *teste T de student; **andlise de variancia, x £ d.p. = média e desvio padréao.

6.4. indices hematimétricos, atividade da G-6-PD e teores de metemoglobina

dos participantes do estudo

Os indices hematimétricos dos participantes do estudo se encontram
descritos na tabela 12, juntamente com os valores de referéncia para homens e

mulheres.
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Tabela 12 — indices hematimétricos dos participantes do estudo, segundo o sexo, juntamente com 0s

valores de normalidade.

ERITROGRAMA n=5 Mulher VR n=15 Homem VR
X X
Eritrécito(milhées/mm3) 4,85 40ab5,6 4,46 45a6,5
Hemoglobina(g/%) 12,68 12 al6,5 13,49 13,18 a 18
Hematécrito(%) 39,16 35a47 39,84 40 a 54
VCM(fl) 84,5 81l a 101 89,2 82 a 101
HCM(pg) 26,94 27 a 34 30,24 27 a 34
CHCM(%) 32,54 31,5a36 34 31,5a36

n = Ndmero de individuos; VR = valor de referéncia; X= média aritimética.

Os teores médios de MeHb de todos os pacientes, nos diferentes dias de

andlise, expressos em média e desvio-padrdo e a amplitude estdo dispostos na

tabela 13.

Tabela 13 — Teores médios de metemoglobina, em porcentagem, de todos os participantes do

estudo, expresso como média e desvio-padrdo, juntamente com a amplitude nos diversos dias de

analise.

DIAS N AMPLITUDE METEMOGLOBINA
(%) (%)

DO 20 0,02-3,90 1,154+0,904

D3 20 1,80-8,63 4,168+2,010

D7 20 2,80-12,44 5,791+2,848

D14 20 1,30- 7,60 3,086+1,495

n = namero de individuos; xtd.p. = média e desvio padrédo; x + d.p. = média e desvio padrao.
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Apés o uso de PQ ocorreu elevacdo nos teores de metemoglobina acima
daqueles considerados normais para populacdo ndo exposta aos agentes
metemoglobinizantes, com valor méaximo alcancado em D7, com posterior

decaimento.

Durante a monitorizacdo 0s pacientes relataram apresentar apdés a
administracdo do medicamento (D3), tontura (40%), cefaléia (90%) e alteracdo na
coloracdo da urina (60%), dentre esses dois apresentavam histérico de problemas
renais, no D7 apenas 2 relataram dor de cabeca e no D14 nao houve relatos. Dos 20
pacientes, 6 apresentam positividade para a prova de reducdo enziméatica.

A andlise de variancia dos teores em relacdo aos valores prévios ao uso de
PQ apresentou diferenca estatistica significativa (Figura 12). Por outro lado, apds o
inicio da administracdo do farmaco néo foi observada diferenca significativa entre D3
e D14 (0.0579)

____________________________________ =003 ..

Teor de metemoglobina (%)

T T
DO0eDY DOeD4 D7 e D14

Dia de analise dos pacientes

Figura 12 — SignificAncia estatistica dos teores de metemoglobina, expressos em
porcentagem, de todos os pacientes do estudo, nos diversos dias de

andlise. ns = ndo significante.
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A frequéncia da distribuicdo dos teores de MeHb dos vinte pacientes nos

diversos dias do estudo esta apresentada na figura 13.
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Figura 13 — Frequéncia da distribuico de metemoglobina de todos os participantes do estudo,
antes (DO) e durante o uso de primaquina ( D3, D7 e D14).

Na tabela 14 estdo apresentados os teores de MeHb, expressos como média
e desvio-padrdo, de acordo com o sexo dos participantes, nos diversos dias de
estudo. O emprego do teste estatistico paramétrico (t de student) ndo demonstrou
diferenca significativa nos teores de MeHb entre os sexos, no periodo avaliado,
como podemos observar através dos P valores contidos na referida tabela. Por outro
lado, a andlise de variancia dos teores de metemoglobina nos diversos dias de
monitorizacdo demonstrou diferenca significativa para ambos os sexos. O emprego
do teste a posteriori (Tukey) indicou diferenca entre DO e os dias D3 e D7 para
ambos o0s sexos e observou-se diferenca significante entre D7 e D14 apenas para o

sexo masculino (Figura 14 e 15).
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Tabela 14 — Porcentagem de metemoglobina, expressos como média e desvio-padréo, nos diferentes

dias de estudos conforme o sexo do paciente.

SEXO PRIMAQUINA (ng/mL) P valor**
n DO D3 D7 D14

Masculino 15 1,28+0,99 3,89+193 545+273 285+1,13 <0.001
Feminino 5 0,75+0,32 4,98+2,24 7,34+299 3,77+2,31 <0.01
P valor* 0.0955 0.1513 0.0900 0.1071

n = ndmero de individuos; *teste T de student; **analise de variancia; xtd.p. = média e desvio padrao.

=0.01

ns

Teor de metemoglobina (%)
em pacientes do sexo
masculino

|
1 1 T 1 1 |
D0eD3 DOeD? D0eD14 D3eD7 D3eD14 D7 e D14

Dias de analise dos pacientes

Figura 14 — Significancia estatistica dos teores de metemoglobina, expressos em
porcentagem, dos pacientes do sexo masculino, nos diversos dias de

analise. ns = nao significante.
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Figura 15 — SignificAncia estatistica dos teores de metemoglobina, expressos em
porcentagem, dos pacientes do sexo feminino, nos diversos dias de

analise. ns = nao significante.

Na tabela 15 estdo os teores médios de metemoglobina dos pacientes do

sexo masculino, considerando-se a atividade da enzima G-6-PD.
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Tabela 15 — Teores médios da porcentagem de metemoglobina, expresso como média e desvio
padrdo dos pacientes do sexo masculino, considerando a presen¢a ou auséncia da
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase.

Expresséao PRIMAQUINA (ng/mL) P
da G-6-PD valor**
n DO D3 D7 D14
Normal 9 116+3,87 398+163 525+152 1,12+1,13 <0.05

Enzimopénico 6 147+182 3,76x154 576+1,67 290+153 <0.001

P valor* 0.2813 0.4196 0.3679 0.4234

n = namero de individuos; *teste t de student; **analise de variancia; xtd.p.= média e desvio padréo

N&ao foi observada diferenca significativa nos teores de metemoglobina entre
0S pacientes com expressao normal da G-6-PD e os enzimopénicos nos diversos
dias de estudo (Tabela 15). Entretanto, a analise de variancia (ANOVA) demonstrou
diferenca significativa em ambos os grupos nos diferentes dias de estudo. O
emprego de teste a posteriori (Tukey) indicou diferenca nos teores de
metemoglobina dos pacientes do sexo masculino normal para referida enzima entre
DO e os dias D3 e D7 e entre D7 e D14 (Figura 16), enquanto nos enzimopénicos

encontrou-se diferenca entre os dias DO e D7 (Figura 17).
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Figura 16 — SignificAncia estatistica dos teores de metemoglobina, expressos em
significante.
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Figura 17 — SignificAncia estatistica dos teores de metemoglobina, expressos em
porcentagem, dos pacientes com deficiéncia da glicose-6-fosfato

desidrogenase nos diversos dias de estudo. ns = nao significante.

6.5. Correlacdo entre as concentracdes plasméaticas de primaquina com a

porcentagem de metemoglobina

A regressao linear entre os teores de MeHb e as concentragdes de PQ do
farmaco apresentou equacdo de y = 1.066 + 0.0155x, com coeficiente de
determinacdo (R?) de 73.47% (p = 0.1428). JA o coeficiente de correlacdo de
Pearson foi (r)=0.8571.

Ao se considerar os sexos dos participantes do estudo, a regresssao linear
entre os teores de MeHb e as concentracbes de PQ dos participantes do sexo
masculino apresentou equacdo da reta de y=1.235+0.0137x, o coefiente de
detrminacédo (R%)=68.82%, p=0.1703 e o coeficiente de correlacéo de (r)= 0.8296. Ja
nos pacientes do sexo feminino, a equacdo da reta foi y=1.5345+0.0255x, 0
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coeficiente de determinacéo de (R?)=66.21%, p=0.1863 e o coeficiente de correlacdo
de (r)=0.8137.
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7. DISCUSSAO

Dentre os estados brasileiros, 0 Amapa ocupou o quinto lugar em namero de
casos de malaria vivax no ano de 2008, com 11990 notificacdes. Neste estudo foram
avaliados 20 pacientes durante 34 dias, que procuraram por demanda espontanea
uma unidade de saude do Estado, visando o diagndstico e tratamento da malaria.
Contudo, dados do DATASUS de 2009, registraram apenas trés casos de malaria
nesta unidade, compromentendo assim a estimativa do niumero de pacientes a ser
admitido neste estudo. Percebe-se que o sistema de dados do Ministério da Saude
nao esta sendo alimentado adequadamente, o que pode trazer conseqUéncias
graves, como a diminui¢cdo dos recursos para o combate a doenca e 0 aumento no
namero de casos (DATASUS, 2008).

Para a aplicacdo do método proposto por Dua et al. (1996) na anadlise
cromatografica da PQ, foi necesséaria sua validacdo nas condi¢cdes presentes no
laboratério de Toxicologia da UFPA (BRASIL, 2003). Foram feitas modificacbes na
metodologia original, como fase movel, pH e fluxo, objetivando otimizar as condicdes
de separacdo cromatografica da PQ e da QND empregada como padrdo interno
(RIBANI et al., 2004).

Observou-se que o aumento da vazéo diminuiu o tempo de retencdo (Tabela
8), enquanto que o aumento do pH elevou este parametro (Tabela 7), porém sem
alteracéo significativa na resolu¢do dos analitos de interesse, sugerindo adequada
robustez do método. Neste sentido, optou-se pelo pH = 5 e fluxo de 1 mL/min da
fase mével, composta por acetonitrila, metanol e agua (30:26:95, v/v). A coluna de
fase reversa C8 apresentou boa resolucdo dos compostos de interesse. Percebe-se
na figura 10 a auséncia de interferentes nestas condi¢cdes padronizadas indicando,
portanto, a boa seletividade do procedimento.

A linearidade e a curva de calibragdo da PQ (Figura 11 e 12), nas diversas
concentracbes demonstraram coeficiente de correlacdo de Pearson (r) superior a
0.99. Perfeitamente adequado as recomendacdes vigentes (RIBANI et al, 2004).

A repetibilidade (precisdo-intraensaio) e a precisdo interensaio, foram
avaliadas através do coeficiente de variagdo em concentracdes, baixa, média e alta
da curva de calibracdo da PQ. Os resultados obtidos (Tabela 5) estdo de acordo
com o valor recomendado pela ANVISA, isto &, inferiores a 15% (BRASIL, 2003).
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Foram feitas adaptacbes no procedimento de extracdo nos seguintes
parametros: volume de plasma (100 pL) e composicdo do liquido extrator
(Diclorometano : Eter metil terc butilico, 3,5:1, v/v), as quais a partir dos resultados
da validacdo demonstraram-se adequadas. De acordo com recomendacgdes vigentes
a recuperacao deve ser proxima de 100%, porém Ribani et al. (2004) recomendam
valores entre 85 a 115%, quando se utiliza matriz complexa, analise de pequenas
concentracbes e métodos com varias etapas. Os dados apresentados na tabela 6
demonstraram resultados satisfatorios, pois foram acima de 85%.

A partir do método validado realizou-se a analise de amostras de 20 pacientes
atendidos na Unidade Basica de Saude Brasil Novo, com seguimento clinico
laboratorial nos dias DO, D3, D7 e D14. As concentracdes médias de primaquina nos
diversos dias de estudo ndo apresentaram diferenca significativa (p>0.05). O mesmo
resultado foi obido na comparacédo dos teores do farmaco entre os sexos (Tabelas
10)

Estes resultados caracterizam a auséncia de acumulo do farmaco no
organismo humano, o que é refletido na meia vida biolégica reduzida, corroborando
os estudos de Flether et al. (1981) e Bangchang et al. (1994) sobre a cinética do
farmaco, que relataram que a primaquina é completamente eliminada durante 24h.

As concentracfes plasmaticas de PQ obtidas neste estudo (Tabela 9)
corroboram o estudo de Flether et al. (1981), cujos teores médios do farmaco em
pacientes tailandeses foram 233ng/mL, nos caucasianos de 162ng/mL e nos
enzimopénicos de 199ng/mL, todos do sexo masculino, apds 2,5h da administracao
de 45mg de primaquina durante 5 dias. Resultado semelhante foi obtido por
Greaves et al. (1980), os quais obtiveram teor médio de PQ de 190ng/ mL, utilizando
cromatografia gasosa, em urina de pacientes caucasianos de ambos 0s sexos, com
malaria vivax fazendo uso de PQ 15mg durante 14 dias.

Por outro lado, Dua et al. (1996) relataram que a concentragdo média do farmaco
no plasma de pacientes com maléria vivax utilizando o mesmo esquema terapéutico
deste estudo, foi 61,8 ng/mL. Pesquisa realizada por Bangchang et al. (1994) em
pacientes tailandeses do sexo masculino, com malaria, determinaram a
concentracdo maxima de 57,7ng/mL e 54,8ng/mL em enzimopénicos, fazendo uso
de 15mg de primaquina durante 14 dias. Tais discrepancias podem ser creditadas

aos horarios de coleta do material bioldgico.
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A comparacao entre a concentracao plasmatica de PQ nos pacientes normais
e enzimopénicos (Tabela 11), ndo demonstrou significancia, ratificando o estudo
realizado por Bangchang et al (1994).

A partir dos dados obtidos observamos que ocorreu aumento significativo no
terceiro, sétimo e décimo quarto dia apds a administracdo do farmaco (Figura 13),
com destaque para o sétimo em que teve o maior teor (média=5.791%). Enquanto
gue estudos realizados por Flether et al (1981) em trinta caucasianos saudaveis
utilizando o0 mesmo esquema terapéutico dessa pesquisa, determinou 0s maiores
nivel de MeHb no décimo quinto dia, utilizando a técnica de Evelyn e Malloy.

Srivastava et al. (2000) avaliaram as taxas de MeHb em eritrécitos de
Mastomys coucha expostos as 8-aminoquinolina e compostos estruturalmente
relacionados, e observaram também que a primaquina eleva significativamante o
teor de MeHb, além de provocar a inibicAo completa da metemoglobina redutase,
enzima com acado anti-oxidante.

Ressalta-se que os teores de metemoglobina deste estudo (Tabela 13) foram
inferiores aqueles obtidos por Santana et al. (2007), de 11,1%, nos individuos com
achados clinicos de metemoglobinemia, utilizando a mesma técnica que Flether et
al. (1981). Contudo, os valores encontrados estdo acima do normal, porém, préoximo
do toleravel, independente do sexo.

As caracteristicas clinicas da metemoglobinemia s&o: cianose, cefaléia,
dispnéia, torpor, depressao respiratoria e sangue cor de chocolate. O sintoma
caracteristico observado nos pacientes utilizando primaquina e com
metemoglobinemia superior a 10% é a cionose (VALE et al., 2009a; SANTANA et al.,
2007). Durante a coleta do material bioldégico deste estudo foram identificadas
apenas duas manifestacdes clinicas isto é tontura e cefaléia, as quais, de acordo
com Krudsood et al. (2008), sdo potenciais efeitos adversos do uso de altas doses
de PQ. Entretanto duas questdes emergem deste achado, quer sejam: a frequéncia
ndo acompanham o aumento nos teores de MeHb, j& que no sétimo dia, nos quais
as taxas de MeHb estavam maiores, apenas dois pacientes relataram cefaléia e
tontura; por outro lado, tais manifestacdes sdo indistinguiveis daquelas do acesso
malarico.

Diversos estudos relataram que a primaquina ocasiona metemoglobinemia,
principalmente nos pacientes com deficiéncia de G-6-PD (SRIVASTAVA et al., 2000;
SANTANA et al.,, 2007; BEUTLER et al., 2007; HILL et al., 2006; BROSSI et al.,
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1987). Esta enzima apresenta variaveis genéticas que sao classificadas de acordo
com sua atividade, por exemplo, a variante africana € classificada com atividade
média a moderadas (10-15% de atividade em homens homozigotos), enquanto que
a variante Mediterranea € mais severa com menos de 1% de atividade. Acredita-se
que os pacientes deste estudo que apresentaram resultados qualitativos positivos
para prova de reducdo da MeHb, apresentem uma variante genética que ndo é
agravada pela presencga da 8-aminoquinolina, ja que ndo houve diferenga no teor de
MeHb dos enzimopénicos (Tabela 15) com relagcédo aos demais pacientes (BEUTLER
et al., 2007). Fato creditado a miscigenacao racial do povo brasileiro, especialmente
daqueles residentes no estado do Amapa.

Foi demonstrada diferenca significativa na analise de variancia dos teores de
MeHb realizada entre os diversos dias de monitorizagdo, tanto nos individuos do
sexo masculino, feminino e enzimopénicos (Figura 15, 16, 17 e 18), diversos fatores
ligados ao grupo de individuos podem ter alterado a cinética da MeHb, como ac¢éo
de enzimas antioxidantes e cinética do metabdlito oxidante (GREAVES et al., 1980).

A correlacdo entre as concentracdes plasmaticas de PQ e os teores de
metemoglobina ndo apresentaram significancia estatistica neste estudo, embora os
coeficientes de correlacdo em ambos os sexos, tenha se demostrado acima de 0,80.
Corroborando com estudos que sugeriram a possibilidades dos metabdlitos da PQ
provocarem a elevacdo de MeHb. Soma-se o fato da reduzida meia vida bioldgica do
farmaco que impede o aumento linear da oxidacdo da hemoglobina (GREAVES et
al., 1980; BANGCHANG et al., 1994; SRIVASTAVA et al., 2000; BOLCHOZ et al.
2001).

Sabe-se que a PQ € um reconhecido agente oxidante da hemoglobina,
atuando de maneira dose dependente. De acordo com Ganesan et al. (2009) a
intensidade e a duracdo da acdo do farmaco sdo controladas por enzimas
microssomais CYPs, as quais estdo envolvidas na detoxicagdo ou ativacdo de
espécies intermediarias do farmaco. Estes pesquisadores analisaram o efeito toxico
da PQ nos eritrécitos humanos, in vitro, e concluiram que a PQ nao provoca
significante aumento das taxas de MeHb, corroborando com o resultado deste
estudo. Porém, quando o farmaco foi incubado na presenca de microssomas
hepéticos, ocorreu notado aumento no teor de MeHb, sugerindo-se portanto que

esta elevacao seja provocada por produtos de biotransformacéao.
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Estudo realizado por Bolchoz et al. (2001) em ratos Sprague Dawley sugeriu
gque o0 metabdlito 6-metoxi-8-hidroxiaminoquinolina, formado pelos microssomas
hepéticos através de N-hidroxilacdo, seja responsavel pela formacédo de MeHb, de
maneira dose dependente.
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8. CONCLUSAO

O procedimento analitico apresentou parametros de validacdo que
demonstram sua aplicabilidade na determinacdo das concentracdes plasmaticas de
primaguina em pacientes com maléria vivax.

Os teores médios de primaquina em D3, D7 e D14 foram de 227+106 ng/mL,
191497 ng/mL e 160+128ng/mL, respectivamente.

Os teores médios de metemoglobina em DO, D3, D7 e D14 foram de
1,15+0,9%, 4,1+2%, 5,7+2% e 3+1,4%, respectivamente.

N&o foi observada diferenca significatica entre os teores de metemoglobina
dos pacientes do sexo masculino, enzimopénicos e nomais para deficiéncia de G-6-
PD.

Os coeficientes de correlacdo de Pearson para os sexos masculino e feminino
foram 0.8296 e 0.8137, respectivmente.

Foi observada deficiéncia da expressdao da enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase em seis pacientes do sexo masculino. Entretanto nao foram
caracterizadas diferencas significativas entre os teores médios de primaquina e as
taxas de metemoglobina quando comparados com 0s pacientes com expressao
normal desta enzima.

Sugere-se estudos posteriores para caracterizacdo das variantes da enzima

glicose-6- fosfato desidrogenase que circula no estado do Amapa.
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ANEXO A- Autorizacdo da Vigilancia em Saude do Municipio de Macapé para

realizacdo da coleta de sangue dos pacientes atendidos na Unidade Bésica de

Saude Brasil Novo.

2

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE

FACULDADE DE FARMACIA

CARTA DE SOLICITACAQ

A Sua Senhoria a Senhora

Nayma da Silva Picango.

Diretora da Vigilancia em Satde do Municipio de Macapd/SEMSA/PMM

Prezada Senhora,

A maldria é uma doenga que destaca-se pelo seu elevado indice de morbidade e
mortalidade, uma das formas de seu controle € a utilizagio de quimioterapicos, os quais
apresentam um papel fundamental no tratamento dos pacientes com diagnostico clinico e

laboratorial de maldria.

Nesse sentido foi criada a Rede Amazénia de Vigildncia da Resisténcia ds Drogas
Antimaldricas (RAVREDA) coordenado no Brasil pela Secretaria de Vigilancia em Satide do
Ministério da Satde, com o objetivo de monitorar a resisténcia aos antimalaricos de toda regido

amazdnica.

Dentro deste contexto foi contemplado o projeto intitulado “Determinagéio das
concentragdes plasmatica de cloroquina e primaquina em pacientes com malaria causada por
Plasmodium vivax”, com objetivo determinar as concentragdes plasméticas de Cloroquina e
primaquina em pacientes com maléria causada por P. vivax, correlacionando-as com os indices
hematimétricos e o teor de metemoglobina. Os dados obtidos no final do projeto visam avaliar
os riscos de metemoglobinemia com o uso destes quimioterapicos em pacientes com P. vivax.
Os voluntirios que participarem do estudo serfio esclarecidos quantos aos objetivos e a
finalidade dos resultados, de forma que sempre obedecerda os Aspectos Eticos e Legais da

Resolugio 196/96.

E com esta finalidade que venho por meio desta, solicitar & diretora da Vigiléncia em
Saiide do Municipio de Macapd, a autorizagfio referente 4 coleta de vinte amostras de sangue na
Unidade Basica de Satde - Brasil Novo, sob direcio de Elioneide de Almeida Monteiro.

Atenciosamente,

Macapa, 27 de agosto de 2009

- _LlAL.lﬂ-!...LLjL‘- L2 _(,J.K%A_I_u_\m_\__ —

Mtd. Michelli Erica Souza Ferreira
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ANEXO B - Autorizacdo do Hospital Alberto Lima para realizacdo do

Hemograma.

GOVERNOG DO ESTADO DO AMAPA
LABORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUBLICA
GABINETE DA PRESIDENCIA
Rua Taneredo Neves n” 1118 - Sdo Lizaro -Macapa CEP:. 68908-330
Fone-Fax (0xx) (96)3212-6115/Tel :3212-6175/321 26165

E-mail: d

i@ lacen ap.gov.br

Oficio n®. 601/2009-DIRE/LACEN Macapa, 25 de agosto de 2009,

A Sua Senhoria o Senhor
Eduardo Franco
Laboratorio do Hospital Alberto Lima

Prezado Senhor,

Cumprimentando-o cordialmente, solicitamos a Vossa Senhona, a realizacio de
Hemograma (VCM, HCM, CHCM, Hemacias, Hematdcritos e Reticuldcitos) em vinte amostras
sanguineas dos pacientes que serio incluidos no projeto de malaria.
Informamos ainda que serdo encaminhadas diariamente em torno de 03 (trés)
amostras, no periodo da tarde acompanhadas da ficha de notificacio do paciente até que sejam
completadas as 20 (vinte) amostras,

Atenciosamente,

oras Tavora
Presidente

RECEBI O ORIGINAL
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ANEXO C - Autorizacdo do Laboratorio central de Saude Publica do Amapa

para andlise de metemoglobina e prova de redugdo enzimatica.

AGEN-AP

GOVERNO DO ESTADO DO AMAPA
LABORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUBLICA
PROFESSOR REINALDO DAMASCENO

CARTA DE ANUENCIA PARA PARTICIPAGAO EM PESQUISA

Macapd, 21 de Agosto de 2009.

O Laboratorio Central de Saude Publica do Amapa — LACEN-AP, neste
ato representado pelo Diretora-Presidente do LACEN/LAFRON, portadora da
carteira de identidade N° 274538, expedida pelo SEGUP-PA em 29/12/1994, e
inscrita no CPF sob N° 306.268.622.72, considerando a necessidade de ser
implementada uma agédo conjunta e integrada, para o desenvolvimento da
pesquisa cientifica, concorda com a participagéo desta Instituicdo no projeto de
pesquisa intitulado ~ "DETERMINACAQ DAS  CONCENTRACOES
PLASMATICAS DE PRIMAQUINA E CLOROUINA EM PACIENTES COM
MALARIA CAUSADA POR Plasmodium vivax ",

A
wﬁﬁh
Jmeﬂa Amora Tavora

Diretora - Presidente

Atenciosamente,

LABORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUBLICA
AV TANCREDO NEVES 1118 — SAO LAZARO MACAPA-AP
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ANEXO D — Carta de Aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa em Seres
Humanos do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA _
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE { £ \
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS \l\_

Urranidede T acue s de Pans

Carta Provisoria: 105/09 CEP-ICS/UFPA Belém, 19 de outubro de 2009,

A.

Pnl"ofa. Michele Erica Souza Ferreira

Senhora Pesquisadora,

Temos a satisfagdo de informar que seu projeto de pesquisa “Determinagdo
das concentragdes séricas de cloroquina e primaquina em pacientes com maléaria
causada por plasmodium vivax” de CAAE 0013.0.073.000-09 e parecer n° 093/09 CEP-
ICS/IUFPA, foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
do Instituto de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Pard, na reunido do dia 07 de
outubro de 2008.

Assim, Vossa Senhoria tem o compromisso de entregar o relatério parcial do
mesmo até o dia 15 fevereiro de 2010, no CEP-ICS/UFPA, situado na Cidade Universitaria
Professor José da Silveira Netto - Guamé, Campus profissional, no Complexo de sala de
aula do ICS — sala 13 (Altos).

Atenciosamente,

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Para
(CEP-ICS/UFPA) - Complexo de Sala de Aula/ CCS - Sala 13 - Cidade Universitaria Professor José da Silveira Netto, n® 01,
Guamd — CEP: 66075-110 - Belém-Pard, Tel./Fax. 3201-8028/3201-7735 E-mail: cepces@ufpa br
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ANEXO E — Termo de Consentimento Livre e Escralecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé foi convidada a participar do projeto intitulado “Determinagdo das concentragdes
plasmatica de cloroquina e primaquina em pacientes com malaria causada por Plasmodium vivax”

, parasita que € um ser vivo tdo pequeno que s6 conseguimos vé-lo com a ajuda de lentes de
aumento. Essa doenca € transmitida atraves da picada de um mosquito.

A maléria pode ocorrer de forma assintomatica ou apresentar os sinais e sintomas classicos,
como febre, sudorese, cefaléia e dores musculares.

Vocé adquiriu a malaria causada pelo Plasmodium vivax, e por isso precisou tomar 0s
medicamentos chamados Cloroquina e a Primaquina.

Essa pesquisa é para sabermos as quantidades de Cloroquina e Primaquina que permanece no
seu plasma, depois de ter tomado os remédios. Para isso, havera a necessidade de coleta de sangue,
através de puncgdo venosa periférica. Apos coleta, realizada no Centro de Referéncia de Doencas
Tropicais de Macapa, as amostras serdo transportadas para analise no Laboratorio de Toxicologia,
da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Para.

Os participantes podem ficar tranqiilos, pois as suas identidades ndo serdo reveladas,
garantindo-se 0 mais absoluto sigilo de sua participacdo na pesquisa, sendo apenas utilizados os
resultados dos exames. Estes serdo apenas do conhecimento do pesquisador. Copia dos resultados
sera entregue aos respectivos participantes.

A presente pesquisa ndo acarreta riscos a vida dos pacientes, bem como assegura total e
gratuita assisténcia, e serd realizada em ambiente seguro, com materiais assépticos, descartaveis,
oferecidos gratuitamente.

OBSERVACAO: Ap6s os esclarecimentos sobre todo o programa, o responsavel é livre para

participar ou retirar-se do projeto a qualquer momento.

Declaro que li as informag6es acima sobre a pesquisa, € me sinto perfeitamente esclarecido
sobre o contelldo da mesma, assim como seus riscos e beneficios. Declaro ainda que, por minha
livre vontade, aceito participar da pesquisa cooperando com a coleta de material.

Belém, / /

Assinatura do paciente

e RESPONSAVEIS PELA PESQUISA:

Mtd. Michelli Erica Souza Ferreira Dr. José Luiz Fernandes Vieira
Fone: (91)8113-8129 Fone: (91)8417-2533

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias da Satide da Universidade Federal do Para
(CEP-ICS/UFPA)-Complexo de Sala de Aula/ICS — Sala 13-Campus Universitario, n°01, Gauma - CEP:66075-110-
Belém-Para. Tel/Fax: 3201-7735. E- mail:cepccs@ufpa.br



