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A Malaria € uma doenca infecciosa febril aguda, cujo agente etiologico é o parasita do
género Plasmodium. A transmisséo ocorre através da picada da fémea do mosquito Anopheles
infectada. A espécie cuja sintomatologia e desenvolvimento da doenca é mais grave, o P.
Falciparum que tem se mostrado resistente a certos agentes antimalaricos, constituindo uma
das maiores barreiras para 0 bem sucedido manejo da doenca nas areas endémicas, 0 que
contribui para 0 aumento de mortes devido o agravamento da doenca. Em 2008, Gnoatto et al.
do Ndcleo de Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sintetizaram uma série
de novos derivados piperazinicos do acido ursélico, cujos testes in vitro avaliaram o seu efeito
sobre as cepas de Plasmodium falciparum. Dentre estes compostos, o candidato a farmaco
LAFIS 10 (N-{3-[4-(3-(Bis(4-hydroxybenzyl)amino)propyl)piperazinyl]propyl}-3-O-
acetylursolamide), demonstrou atividade antimalarica contra cepas de P. falciparum
resistentes a cloroquina, sendo entdo selecionado para avaliagdo de seu perfil farmacocinético.
O presente estudo descreve um método analitico usando cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem aplicada para determinacdo das concentragoes
plasmaticas totais de LAFIS10 em amostras de ratos, em uma primeira avaliacdo
farmacocinética pre-clinica.

Os experimentos envolvendo animais foram aprovados pela comissdo de Etica em uso
de Animais (CEUA) da UFRGS (#21979). Para validacdo das amostras bioldgicas foram
utilizados os parametros preconizados pela FDA (Food and Drug Administration). A
metodologia foi desenvolvida em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia acoplado a
espectrometro de massas (CLAE /EM-EM), utilizando coluna Phenomenex Luna C18 (50 mm
x 2,0 mm ) e gradiente de eluicdo com fase movel constituida de 0,1% de acido férmico em
acetonitrila e agua ultrapura utilizando fluxo de 0,3 mL/min. O volume de injecéo foi de 5 pyL
para as amostras. O espectrometro de massa triplo quadrupolo, operando em electrospray
positivo (ES+), foi ajustado em modo de monitoramento de reacbes multiplas (MRM),
monitorando a transicdo de 681,47 > 538,2 para LAFIS10. O candidato a farmaco foi
adicionado as amostras de plasma branco de rato a fim de obter a curva de calibracdo
(concentragcbes variando de 10 a 1000 ng/mL) e as proteinas foram removidas através da
precipitacdo com acetonitrila (1:10, v/v). Os parametros analiticos avaliados foram
linearidade, limite de quantificacéo, precisdo e exatiddo, obtidos a partir de curvas padrdo e
controles de qualidade. O tempo de retencdo para o LAFIS10 foi de aproximadamente 6,1
min. O método mostrou-se linear para as concentracdes compreendidas entre 10 e 1000
ng/mL (r > 0,99). O limite de quantificacdo foi de 10 ng/mL. A precisdo intra-dia para os
controles de qualidade (30, 550 e 850 ng/mL) variou de 5,88% para 7,24% para 0 primeiro
dia e de 3,86% para 8,64% para 0 segundo dia. A variacdo inter-dia foi de 2,31% para 5,89%.
A precisao foi superior 97,90%. O método foi validado de acordo com as diretrizes do FDA,
permitindo a analise de volume pequeno de amostras, especialmente importante na analise
pré-clinica. De posse da metodologia validada, partimos para os experimentos de avaliacdo
farmacocinética do LAFIS10 em ratos machos Wistar por meio da coleta de sangue pela veia
caudal.



