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1 Antecedentes

No ano 2004 foram registrados nas Américas 875.386 casos de malaria, dos quais aproximadamente 70% correspondem á malaria por P. vivax. Se bem o tratamento desta forma da malaria com o esquema recomendado de cloroquina + primaquina, continua sendo efetivo na região; esta claramente documentada a existência de resistência á cloroquina em P. vivax, se manifestando por falha terapêutica quando usada de forma isolada no tratamento desta forma da malaria. Dada a importância epidemiológica da malaria por P. vivax na região amazônica, e a existência de cepas resistentes desta espécie de Plasmodium, considera-se importante para os programas de controle estruturar um sistema para monitorar as variações temporais e espaciais na resposta terapêutica a este medicamento.

Entre os anos 2002 e 2005 os paises amazônicos tem realizado no marco da Rede Amazônica de Vigilância da Resistência aos Antimaláricos (RAVREDA) 19 estúdios avaliando a resposta terapêutica á cloroquina na malaria por P. vivax, evidenciando proporções de falha terapêutica que vão entre 0 e 32% . Os três estudos realizados na RAVREDA (Venezuela) avaliando o esquema completo (cloroquina + primaquina) mostram 100% de cura clinica e parasitológica.

Na avaliação da resposta terapêutica á cloroquina no tratamento de malaria por P. vivax tem especial importância á medição dos níveis séricos do medicamento para confirmação dos casos de falha. Presença de níveis em sangue de cloroquina (mais seu metabolito (disetilcloroquina) maiores de 100 ng/ ml. no dia da falha indicam que o parasita não esta respondendo adequadamente ao medicamento, independente de que a presença do parasito seja por recrudescência, recidiva ou reinfeção
. 

Um estudo realizado no departamento de Loreto no Peru em 1998 - 2000
 avaliando a eficácia terapêutica da cloroquina no tratamento da malaria por P. vivax, registrou recrudescência em 4 de 177 pacientes. Em 2 dos 4 pacientes foram verificados níveis séricos de CQ+DCQ maiores de 97 ng/ml, concluindo que os parasitos foram resistentes á CQ. Em estudos recentemente concluídos em 8 localidades sentinelas da RAVREDA no Brasil, a medição de níveis séricos de CQ confirmou os achados de níveis importantes de falha a este medicamento (ate 18%, em pacientes do município de Careiro - Amazonas). Chama-se a atenção sobre o registro de falhas tardias (dias 21 – 28) em todos os casos. Num estudo realizado no departamento de Beni, na Bolívia, em 2003, foram detectados 9 casos de falha de 58 pacientes acompanhados por 28 dias, casos que não foram objeto de medição de níveis séricos, situação também registrada num estudo realizado em Tumeremo,Venezuela em 2004, onde as 6 falhas registradas não foram ainda confirmadas com níveis séricos. 

As considerações anteriores destacam a importância de promover nos paises da região o desenvolvimento das capacidades para medir os níveis séricos de cloroquina em pacientes com falha terapêutica para complementar as atividades futuras de monitoramento da resposta a este medicamento. Por este motivo o projeto RAVREDA-AMI (OPS-USAID) apoiou a realização de um treinamento nos procedimentos de laboratório para a medição de níveis séricos de antimaláricos, sob a coordenação técnica do CDC de Atlanta. Esta oficina de trabalho realizou-se na cidade de Belém, Brasil, durante os dias 29 de maio a 2 de junho de 2006, com o respaldo do Ministério da Saúde do Brasil, o apoio do Instituto Evandro Chagas e a participação de profissionais de Bolívia, Brasil, Colômbia, Equador, Goiana e Peru. 

2 Objetivos
· Treinamento para determinar níveis de antimaláricos em sangue

· Familiarizar ao recurso humano dos laboratórios da Região com técnicas de analise e extração de antimaláricos em sangue

· Discutir as vantagens e desvantagens da técnica em relação com a situação particular dos laboratórios da Região
· Definir modificações para adaptar as técnicas às condições dos laboratórios da região
3 Atividades realizadas

A oficina de trabalho se desenvolveu segundo agenda prevista:


Dia 1 (29 de maio): 
Prática de extração de cloroquina e set-up do HPLC para mefloquina

Dia 2 (30 de maio): 
Set-up do HPLC para cloroquina e injeção e extração de mefloquina


Dia 3 (31 de maio): 
Troca de grupos. Extração de e analise de cloroquina e mefloquina


Dia 4 (01 de junho): 
Apresentação de “métodos de validação”, discussão 

Dia 5 (02 de junho): 
Conclusões, perspectivas em cada pais e próximas atividades em RAVREDA-AMI
3.1 Atividades de laboratório

A metodologia usada durante o treinamento inclui a preparação das condições cromatográficas , a preparação da curva estándar e o procedimento de extração. A metodologia esta detalhadamente descrita no Anexo 2. 

Medição de níveis séricos de cloroquina

A determinação dos níveis séricos de cloroquina e desetilcloroquina foi realizada por HPLC, empregando-se detector de fluorescência, após prévia extração líquido-líquido do antimalárico presente em amostras de sangue aplicadas em papel de filtro Whatman 17Chr), em volume de 100(L e secas a temperatura ambiente “overnight”, contendo concentrações conhecidas de cloroquina (1000, 500, 250, 100 e 0 ng/mL) e desetilcloroquina (1000, 500, 250, 100 e 0 ng/mL). 

O seguinte procedimento de extração foi utilizado: Cortar finamente, com auxílio de um tesoura inox, uma porção do papel de filtro, correspondente a um spot, aproximadamente 100(L, e transferir para um tubo tipo Ependorff. A seguir, adicionar 100(L do padrão interno (IPA), e 0,5mL de solução de hidróxido de sódio 0.5N. Agitar, em vórtex, por 10 segundos e em agitador de tubos por 30 minutos. Adicionar 0,5mL de éter terc metilbutílico e agitar, em vórtex, por 10 segundos. Centrifugar, em centrífuga refrigerada, a 12.000 rpm, por 5 minutos e remover a camada superior. (etérea). Adicionar, novamente, 0,5mL de éter terc metilbutílico a camada aquosa, e agitar, em vórtex, por 10 segundos. Centrifugar a 12.000 rpm, por cinco minutos, e, novamente, remover a camada etérea. Combinar as duas camadas de éter e evaporar sob nitrogênio. Reconstituir com 200(L da fase móvel e injetar 50(L no HPLC. O tempo de desenvolvimento cromatográfico é de 15 minutos.

Condições Instrumentais: 
Coluna spherisorb 250 X 4.6 mm, 5(m.- FASE NORMAL
Pré-coluna: 
Spherisorb, 2.1 X 10 mm

Fase móvel: 
55% metanol, 22% hexano, 22% éter tertbutil e 0,3% de 

dietilamina.

Fluxo: 
1mL/min

Detecção: 
Emissão : 380nm/ Excitação: 320nm.

Medição de níveis séricos de mefloquina e carboximefloquina

A determinação dos níveis séricos de mefloquina e carboximefloquina foi realizada por HPLC, empregando-se detector de ultravioleta, após prévia extração sólido-líquido do antimalárico presente em amostras de sangue aplicadas em papel de filtro Whatman 17Chr), em volume de 100(L e secas a temperatura ambiente “overnight”, contendo concentrações conhecidas de mefloquina (2500, 1000, 500, 250 e 0 ng/mL) e carboximefloquina (2500, 1000, 500, 250 e 0 ng/mL). 

O procedimento de extração consistiu de: Cortar as amostras de sangue embebidas em papel de filtro e transferir para tubos de centrífuga de polipropileno, com capacidade de 15mL, adicionar 0,2mL de padrão interno (WR184806) em concentração de 2(g/mL. Adicionar 50(L de solução 0.2M de sulfato de zinco e agitar em vórtex, por 10 segundos. A seguir, adicionar, 0,550 mL de acetonitrila e agitar em vórtex, ate homogeneização. Aguardar por 10 minutos, e centrifugar a 12.000 rpm por 10 minutos. Transferir o sobrenadante para um tubo de polipropileno de 15mL, e adicionar tampão fosfato pH=3,0, para um volume final de 3 mL. 

Condicionar a membrana de extração passando 0,5mL de metanol, seguido por 0,5mL de água destilada. Não deixar a membrana secar. A seguir, passar a amostras sob a membrana de extração, lavando, ao final, com 0,5mL de água, e permitir a secagem da membrana com vácuo por cerca de 5 a 10 minutos. Eluir a amostra, por gravidade, com metanol. Secar o material eluído da coluna em corrente de ar em banho de água a 450C, e dissolver o resíduo em 0,2mL da fase móvel (ajustado o pH em 3). Injetar 50(L no HPLC.

Condições Instrumentais: 
Coluna SimetryShield C8, 250 X 4.6 mm, 5(m.

Pré-coluna: 
SimetryShield, 2.1 X 10 mm

Fase móvel: 
55% acetonitrila, 60% de tampão fosfato, 0.1M, ajustado 



o pH a 6.5 com ácido fosfórico)

Fluxo: 
1mL/min

Detecção: 
Ultravioleta- 222nm..

4 Discussão e conclusões

4.1 Considerações sobre a metodologia usada durante o treinamento

Vantagens

· Coleta de sangue em papel de filtro facilitando os procedimentos de campo, conservação e transporte de amostras
· Maior sensibilidade do que o UV, o que permite trabalhara com o papel de filtro

· Extração em fase sólida

Desvantagens

· Uso de equipes de HPLC com. Detector de fluorescência, que são equipamentos caros

· Reagentes mais custosos que no analise por com detecção UV

· Extração em fase sólida, apesar de mais prática encarece o preço da análise final.

· Padrões internos para detecção de cloroquina e mefloquina, bem como os produtos de biotransformação, de difícil síntese e aquisição, alguns não estão disponíveis comercialmente.

4.2 Capacidade dos paises para a realização de níveis séricos

· Equador: No Instituto Nacional de Higiene não há equipes de HPLC com detector de fluorescência. Há equipes de HPLC com detector de UV que são usados para a avaliação de qualidade de medicamentos. Precisariam de mais treinamento na metodologia.

· Peru: Há experiência na metodologia proposta pelo CDC. Ha disponibilidade de HPLC com detector de fluorescência. Há problemas para a consecução de estándares e metabolitos

· Colômbia: Na Universidade de Antioquia no grupo que trabalha malaria há equipamento de HPLC com detector de ultravioleta e em outras dependências da Universidade há detector de fluorescência. Estão em capacidade de iniciar ensaios usando a metodologia proposta pelo CDC.

· Bolívia: Há disponibilidade de equipamento com detector de fluorescência. Teriam problemas para a consecução de estándares e metabolitos e seria necessário mais treinamento com outra laboratório da região na técnica proposta.

· Goiana: Há equipamento de fluorescência, mas não há disponibilidade de metabolitos nem estándares. Consideram importante difundir protocolo sobre coleta de amostras em papel de filtro, assim como definir articulação com o grupo que está trabalhando a parte clínica em Goiana.

· Universidade Federal do Pará (Brasil): Não há equipamento com detector de fluorescência. Propõem adaptar o método para UV.

· Laboratório Central do Amapá (Brasil): Não ha equipamento com detector de fluorescência. Propõem trabalhar em conjunto com a UFP na adaptação do método para UV.

· Fundação de Medicina Tropical de Manaus (Brasil): Há equipamento de HPLC com detector de fluorescência. Precisariam mais treinamento e soluções para a consecução dos insumos.
4.3 Propuesta de actividades en RAVREDA

4.3.1 Adoção temporal do protocolo para determinação de níveis séricos de cloroquina em amostras de papel de filtro e detecção com fluorescência segundo protocolo do CDC trabalhado em Belém

· Inclusão de metodologia estandardizada para procedimentos de coleta de amostra em papel de filtro nos futuros estúdios de eficácia terapêutica da cloroquina no tratamento de malaria por P. vivax a serem realizados na região (Anexo 1).
· Analise de amostras de casos de falha terapêutica em estudos de eficácia terapêutica em P. vivax já realizados (Venezuela...) ou em curso (Goiana) para medição de níveis séricos de cloroquina em laboratórios com experiência nesta metodologia (INS Peru)

4.3.2 Adaptação do protocolo do CDC a uma metodologia mais econômica e mais viável para os laboratórios da Rede

Características da uma metodologia mais adequada para RAVREDA

Detecção mediante ultravioleta (versus fluorescência), usando amostras coletadas em papel de filtro, método de extração em fase liquida e com padrões internos para as análises de mefloquina e cloroquina de mais fácil acesso para os laboratórios da rede.
Aspectos metodológicos a ser resolvidos para a adaptação da metodologia

· Coleta de amostras: metodologia para coleta em papel de filtro de maiores quantidades de amostra (necessário para levar a sensibilidade do ensaio com UV ao nível da técnica de fluorescência)
· Adaptação da metodologia para extração em fase líquida

· Padronização do uso de papel Whatmann, números 1 a 5, de mais fácil encontro nos laboratórios credenciados.

· Escolha de outros padrões internos para análise;

· Discussão sobre a viabilidade da análise dos metabolitos.

4.3.3 Implementação de metodologia em um laboratório em cada pais

· Avaliação de concordância interlaboratório usando amostras de concentrações previamente conhecidas, distribuídas por laboratório de referencia (CDC). A metodologia a ser utilizada será o método atual em uso pelo CDC ou a metodologia adaptada segundo os resultados de 1.2.

· Implementação de metodologia definitiva de coleta de amostras em protocolos de eficácia de cloroquina em P. vivax segundo resultados de 4.3.2

· Solucionar os problemas com a aquisição da disetilcloroquina (metabolito de cloroquina) e o padrão interno, de fácil aquisição e disponibilidade.

· Capacitação entre paises (Colômbia – Equador, Peru – Bolívia, Brasil – Goiana?)

Tabela 1: Cronograma de atividades

	Atividade
	2006
	2007
	Participantes

	
	J
	J
	A
	S
	O
	N
	D
	J
	F
	M
	A
	M
	J
	

	Implementação de metodologia de coleta de amostras e analise de amostras já disponíveis segundo protocolo CDC
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	INS Peru. Países com estúdios em curso o amostras a ser avaliadas (Venezuela, Goiana)

	Ensaios de adaptação do protocolo 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	M.Green (CDC) , RAVREDA Brasil (UFP, IEC, LACEM Amapá)

	Implementação de metodologia em laboratórios de paises. Avaliação de concordância
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	Bolívia, Brasil, Colômbia, Equador, Bolívia, Goiana, Suriname, Venezuela, CDC
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