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RESUMO

A maléria, causada por protozoarios intracelulares do género Plasmodium, é uma
das doencas tropicais mais devastadoras existentes. Mais de 3 bilhées de pessoas
vivem em regibes endémicas para a malaria. Cinco espécies de Plasmodium
(falciparum, vivax, ovale, malariae e knowlesi) causam doengcas em humanos e a
infeccdo com P. falciparum, o mais letal desses parasitas, resulta em mais de 1
milhdo de mortes anualmente. O desenvolvimento de resisténcia aos farmacos
antimaléricos tradicionais, leva ao uso de combinac¢des de farmacos como a quinina
(QN) e a doxiciclina (DOX). Nesse contexto, os objetivos deste trabalho foram
desenvolver e caracterizar formulacdo de nanoparticulas lipidicas solidas (NLS)
contendo a associacdo de QN/DOX, avaliar sua eficacia em um modelo in vivo de
malaria berghei, determinar a sua farmacocinética e o coeficiente de particdo nos
eritrocitos dos farmacos livres e nanoencapsulados. A formulacdo de NLS contendo
QN/DOX (2,0/0,2 mg/mL) foi preparada pela técnica de homogeneizacdo a alta
pressdo, utilizando polissorbato 80 e Lipoid® como emulsionantes e palmitato de
cetila como matriz lipidica. No estudo preliminar de estabilidade, a formulacdo de
NLS contendo QN/DOX apresentou tamanho de particula adequado (152,8 + 5,26
nm), indice de polidisperséao (0,173 + 0,006), potencial zeta (-38,6 = 1,82 mV), alto
contetdo dos farmacos (95,9% + 0,70/ 94,1% + 2,41) e adequada eficiéncia de
encapsulacdo (94,2% + 1,14/83,0% + 2,52), ap6s 21 dias de armazenamento em
temperatura ambiente. Para a analise do teor um método rapido e especifico de
cromatografia liquida-acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS) foi
desenvolvido e validado para a determinacdo simultdnea de QN e DOX nas
formulacées. O método por LC-MS/MS utilizou coluna Waters Sun Fire C18 (50 mm
x 3,0 mm de diametro) e a fase maovel foi composta de acetonitrila:acido férmico
0,1% (75:25, v/v), no fluxo de 0,45 mL/min (split 1:3). O volume de injecéo foi de 10
pL. Ratos Wistar infectados por P. berghei foram utilizados para avaliar a eficacia da
formulagdo de NLS contendo QN/DOX utilizando diferentes regimes de dose. As
doses efetivas da formulagao, i.v. (75/7,5 mg/kg/dia) e oral (105/10,5 mg/kg/dia),
representam uma reducdo de quase 30% em comparacdo com os farmacos livres
utilizados em associagdo. A farmacocinética foi avaliada ap6s a administragdo dos
farmacos livres ou nanoencapsulados pela vias i.v. (10/1 mg/ kg) e oral (25/2,5
mg/kg) em ratos Wistar infectados. Para a quantificagdo das amostras de plasma



dos ratos, método por LC-MS/MS foi desenvolvido e validado. A QN, a DOX e a
cimetidina (padrao interno, PI) foram extraidos do plasma através de precipitacao de
proteinas e a fase mével consistiu de metanol/acido formico 0,1% (70:30, v/v), no
fluxo de 0,5 mL / min (split 1:3). A deteccao foi realizada através da ionizagéo por
electrospray positivo, no modo de monitoramento de rea¢cdes multiplas, onde foram
monitoradas as transi¢fes 325,0>307,0, 445,0>428,1 e 252,8>159,0, para QN, DOX
e PI, respectivamente. A andlise foi realizada em 2,0 min e o método foi linear na
faixa de concentracdo plasmética entre 5-5000 ng/mL. Nenhuma alteracdo
significativa dos parametros farmacocinéticos foi observada para ambos os farmacos
e vias de administracéo, ap0s a nanoencapsulacédo. O coeficiente de particdo da QN
nos eritrécitos infectados por P. berghei aumentou (5,53 * 0,28) quando a
formulacdo de NLS contendo QN/DOX foi usada em comparacdo com os farmacos
livres em associacdo (3,81t 0,23). Nenhuma alteracao significativa na penetracéo
intraeritrocitaria da DOX foi observada com a nanoencapsulacdo. Os resultados
demonstram que a nanoencapsulagdo da QN/DOX em NLS diminui a dose efetiva
para o tratamento da malaria, sendo uma alternativa interessante a ser investigada

para o tratamento da malaria falciparum resistente.

Palavras-chave: quinina, doxiciclina, nanoparticulas lipidicas sélidas, Plasmodium

berghei, malaria, farmacocinética, coeficiente de particdo nos eritrocitos, LC-MS/MS.



ABSTRACT

Development and Evaluation of the Activity and Pharmacokinetics of Solid
Lipid Nanoparticles Loaded with the Association of
Quinine and Doxycycline

Malaria is one of the most devastating tropical diseases caused by intracellular
protozoan parasites of the genus Plasmodium. More than 3 billion people live in
malarial endemic regions. Five species of Plasmodium (falciparum, vivax, ovale,
malariae and knowlesi) cause disease in humans and infection with P. falciparum,
the most deadly of these parasites, results in more than 1 million deaths annually.
The development of resistance to traditional antimalarial drugs leads to the use of
drug combinations such as quinine (QN)/doxycycline (DOX). In this context, the aims
of this work were to develop and characterize solid lipid nanoparticles (SLN) loaded
with QN/ DOX, to evaluate their efficacy in an in vivo model of berghei malaria, and to
determine their pharmacokinetics and erythrocyte partition coefficient compared to
the non-encapsulated (free) drug association. The SLN were prepared by high
pressure homogenization technique using polysorbate 80 and Lipoid® as emulsifiers
and cetyl palmitate as lipid matrix. In the preliminary stability study, QN/DOX-loaded
SLN (2.0/0.2 mg/mL) presented adequate particle size (152.8 £ 5.26 nm),
polydispersion index (0.173 + 0.006), zeta potential (-38.6 + 1.82 mV), high drug
content (95.9% + 0.70/94.1% * 2.41) and appropriate encapsulation efficiency
(94.2% + 1.14/83.0% + 2.52) after 21 days of storage at room temperature. For the
assay analysis, a fast and specific liquid chromatography-tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS) method was developed and validated for the simultaneous
determination of QN and DOX. The LC-MS/MS method was carried out on a Sun Fire
Waters Cig column (50 mm x 3.0 mm 1.D.) and the mobile phase consisted of
acetonitrile:0.1% formic acid (75:25, v/v), run at a flow rate of 0.45 mL/min (split 1:3).
The injection volume was 10 pL. Plasmodium berghei infected Wistar rats were used
to evaluate the efficacy of QN/DOX-loaded SLN using different dosing regimens. The
effective QN/DOX-loaded SLN i.v. (75/7.5 mg/kg/day) and oral (105/10.5 mg/kg/day)
doses represent an almost 30% reduction compared to the free drugs in association.
Plasma pharmacokinetics was evaluated after administration of free or

nanoencapsulated QN/DOX by i.v. (10/1 mg/kg) and oral (25/2.5 mg/kg) routes to



infected Wistar rats. For the quantification of the rat plasma samples, a fast, sensitive
and specific LC-MS-MS method was developed and validated for the determination
of QN and DOX. QN, DOX and cimetidine (internal standard, IS) were extracted from
the plasma by protein precipitation and the mobile phase consisted of
methanol/formic acid 0.1% (70:30, v/v), run at a flow rate of 0.5 mL/min (split 1:3).
Detection was carried out by positive Electrospray lonization in multiple reaction
monitoring mode, monitoring the transitions 325.0>307.0, 445.0>428.1 and
252.8>159.0, for QN, DOX and IS, respectively. The analysis was carried out in 2.0
min and the method was linear in the plasma concentration range of 5-5000 ng/mL.
No significant alteration of pharmacokinetic parameters was observed for both drugs
and routes of dosing after nanoencapsulation. QN patrtition coefficient into P. berghei
infected erythrocyte was increased (5.53 + 0.28) when the QN/DOX-loaded SLN was
used in comparison with the free drugs in association (3.81 + 0.23). No significant
alteration on DOX erythrocyte partition coefficient was observed. In summary, the
results showed that QN/DOX nanoencapsulation into SLN allows the reduction of the
effective antimalarial dose being an interesting alternative to be investigated for the

treatment of falciparum resistant malaria.

Keywords: quinine, doxycycline, solid lipid nanoparticles, Plasmodium berghei,

malaria, pharmacokinetics, erythrocyte partition coefficient, LC-MS/MS.
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A maléria é uma doenca infecciosa febril aguda cujo agente etiolégico € o
protozoario do género Plasmodium. Afeta aproximadamente 500 milhdes de
pessoas e mata mais de um milhdo de pessoas por ano em todo o mundo
(GREENWOOD et al., 2008; GARCIA, 2010). No Brasil, séo registrados cerca de
350.000 a 500.000 novos casos ao ano e as espécies que causam a doenca séo
Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum e, eventualmente, Plasmodium malariae.
O mosquito fémea do género Anopheles é o vetor do Plasmodium e hospedeiro
definitivo, enquanto que o homem €é o hospedeiro intermediario. A Amazonia Legal,
composta pelos Estados do Acre, Amapé, Amazonas, Mato Grosso, Para, Rondonia,
Roraima, Tocantins e parte do Maranh&o, concentra, atualmente, 99,9% dos casos
de malaria do pais, pois as condi¢cdes socioecondmicas e ambientais favorecem a
proliferagdo do mosquito Anopheles e, conseqientemente, a exposicdo a essa
doenca de grandes contingentes populacionais (BRASIL, 2010).

A utilizacdo de farmacos antimalaricos em tratamentos seguros e eficazes é
essencial para a reducdo da mortalidade por maléria, principalmente considerando
que a estratégia atual de controle estd baseada no diagndstico precoce e no
tratamento adequado dos casos. No entanto, o aparecimento e propagacao de
parasitas resistentes a grande maioria dos antimalaricos disponiveis, no decorrer
das ultimas décadas, tém-se revelado como o principal obstaculo a uma eficiente
diminuicAo dos casos da malaria. Muitos dos farmacos empregados séo
relativamente de baixo custo, faceis de distribuir e eficazes. No entanto, o problema
da resisténcia do P. falciparum tem tornado a profilaxia e quimioterapia mais
complexas e menos satisfatorias, portanto alternativas terapéuticas devem ser
desenvolvidas a fim de contornar este problema mundial (OLLIARO, 2001;
SANTOS-MAGALHAES & MOSQUEIRA, 2010).

Nesse contexto, a associacdo de farmacos tem sido muito utilizada. Um
exemplo é utilizacao de tratamento com quinina (QN) e doxiciclina (DOX), tendo em
vista a elevada eficicia terapéutica, auséncia de resisténcia e possibilidade de
administracao parenteral (LEAL et al., 2003).

Uma area que tem sido muito estudada nos ultimos anos é a nanotecnologia,
que tem gerado inUmeras pesquisas cientificas, nas mais variadas areas de
pesquisa (eletrbnica, medicina, quimica, fisica, ciéncia da computacdo, biologia e
engenharia dos materiais) e producdo. Na area farmacéutica, os sistemas

nanoparticulados tém sido estudados principalmente no desenvolvimento de
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sistemas de liberacdo de farmacos. Considerando as suas vantagens em relacao as
formas farmacéuticas convencionais, pode-se destacar a possibilidade de
vetorizacdo de farmacos, reducdo da toxicidade, aumento da biodisponibilidade,
protecdo do farmaco frente a inativacdo no meio gastrintestinal e desenvolvimento
de sistemas de acao prolongada (VAUTHIER & COUVREUR, 2007; SAKAMOTO et
al., 2010). Justifica-se, nesse contexto, 0 emprego da nanotecnologia visando
melhorar a eficacia e seguranca de farmacos antimalaricos bem como na busca de
alternativas de tratamentos para essa infeccao.

Com base no exposto, esse trabalho propbe-se a preparar, caracterizar e
avaliar a farmacocinética e atividade in vivo de nanoparticulas contendo farmacos
antimalaricos em associacdo, a QN e a DOX visando melhorar a eficacia terapéutica
dos tratamentos para a maléria e dar prosseguimento a estudos ja desenvolvidos
pelo grupo de pesquisa que investigou a nanoencapsulagédo da QN. Paralelamente
serdo desenvolvidos métodos analiticos e bioanaliticos para a determinacao
guantitativa dos farmacos nas formulacbes desenvolvidas e em matriz biol6gica
empregando a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-
EM/EM).

Com a concretizagcdo dos objetivos propostos esperamos obter alternativas
terapéuticas mais eficazes e potencialmente mais seguras para 0 tratamento da
malaria, que poderdo contribuir para o equacionamento desse importante problema

de saude publica no Pais.
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2.1 Objetivos gerais

Desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade e o perfil farmacocinético de

formulagBes de nanoparticulas lipidicas sélidas contendo a associagdo QN/DOX,

visando alternativas terapéuticas para tratamento da malaria.

2.2 Objetivos especificos

Desenvolver e caracterizar fisico-quimicamente nanoparticulas lipidicas

sélidas contendo a associacdo QN/DOX.

Desenvolver e validar método por CL-EM/EM para determinacdo quantitativa

dos farmacos nas formula¢cdes desenvolvidas.

Desenvolver e validar método por CL-EM/EM para determinacdo quantitativa

dos farmacos em matriz bioldgica.

Avaliar in vivo a atividade das formulacdes utilizando modelo de infeccéo para

P. berghei.

Avaliar comparativamente o perfil farmacocinético plasmatico dos farmacos

livres e nanoencapsulados em ratos infectados por P. berghei.

Determinar o coeficiente de particdo nos eritrocitos dos farmacos livres e

nanoencapsulados.
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3.1 Maléria

3.1.1 A malaria no mundo

A maléaria é uma doenca infecciosa que, apesar de poder ser tratada e evitada
ainda ocasiona um alto indice de mortalidade no mundo. E causada pelo protozoario
intracelular do género Plasmodium e infecta humanos de todas as faixas etéarias. No
entanto individuos que possuem baixa imunidade, como criancas, mulheres gravidas
e portadores de HIV sdo mais vulneraveis. Cerca de 50% da populacdo mundial (3,3
bilhdes) tem risco de contrair a doenca. A maléria é encontrada em regides tropicais
e subtropicais do mundo e é responsavel por aproximadamente 500 milhdes de
novos casos e pelo menos um milhdo de mortes anualmente (GREENWOOD et al.,
2008; GARCIA, 2010). Noventa por cento das mortes ocorrem na Africa, atingindo
principalmente criangcas menores de cinco anos. O efeito da doenca se estende além
da quantificacdo da mortalidade e da morbidade. A doenca pode reduzir o
desempenho escolar e a produtividade no trabalho e prejudicar o desenvolvimento
intelectual (OMS, 2009).

Fatores como resisténcia do vetor aos inseticidas utilizados, a resisténcia do
Plasmodium aos antimalaricos, as condi¢cdes socio-econdémicas das populactes
atingidas, bem como esquemas de tratamento complexos dificultam o tratamento e
erradicacdo da malaria em todo mundo (WINSTANLEY, 2001; PIMENTEL et al.,
2007).

Na ultima década, esforcos para erradicar a malaria tém sido realizados em
diversas partes do mundo. O programa Roll Back Malaria (RBM) € um programa
mundial estabelecido pela OMS, UNICEF (Fundo das Nac¢bGes Unidas para a
Infancia) e o Banco Mundial, e conta com a participacdo de governos, entidades
nao-governamentais, empresas privadas e pesquisadores. Os principais objetivos
deste programa sao melhorar o acesso da populacdo a um tratamento efetivo,
prevenir a malaria durante a gravidez, reduzir o contato com o mosquito (pela
utilizacdo de inseticidas) e garantir acbes de saude adequadas durante uma
epidemia de malaria (SUH et al., 2004; OMS, 2010b).

Para atingir os objetivos, as estratégias do programa sao: aprimorar o nivel de

informacéo sobre a doenca nas regides endémicas, disponibilizar um acesso efetivo
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e de qualidade aos medicamentos e promover a qualificacdo dos profissionais da
saude na prevencéo e tratamento da doenca (OMS, 2010b).

Investimentos significativos para a pesquisa e desenvolvimento de
alternativas para a erradicacdo da malaria também tem sido realizados através da
lideranca e financiamento da Fundagé&o Bill & Melinda Gates. Fundada em 1994, a
fundacdo investiu mais de US$ 8,95 bilhdes de dodlares entre 1998 e 2007 em
programas de combate a doenca, no desenvolvimento de medicamentos e também

de uma vacina contra a maléria (MACCOY et al., 2009).

3.1.2 A maléria no Brasil

A maléaria é um grave problema de saude publica devido a sua alta incidéncia
e as consequéncias que trazem as pessoas acometidas pela doenca, influenciando
significativamente o potencial de desenvolvimento de paises, regides e estados,
pelos multiplos custos que acarreta. No Brasil, a doenca incide predominantemente
na chamada Amazoénia Legal, prevalecendo as infecgbes pelo Plasmodium vivax e
pelo Plasmodium falciparum, principalmente em populacfes vivendo em condicdes
insatisfatorias de habitacao e trabalho. Nessas populagfes, a ocorréncia da malaria
estd relacionada a ocupacdo desordenada de terras, a exploracdo manual de
minérios, a projetos de assentamento e colonizacdo agraria e a migracdo de
pessoas da zona rural para a periferia de cidades amazénicas (REINERS et al.,
2010).

O quadro epidemiolégico da malaria no Brasil ainda € preocupante nos dias
atuais. Embora em declinio, o numero absoluto de casos no ano de 2008 foi superior
a 300.000 pacientes em todo o pais, sendo o P. vivax a espécie causadora da
maioria dos casos. No entanto, a transmissao do P. falciparum, responséavel pela
forma grave e letal da doenca, tem apresentado reducdo importante nos ultimos
anos. Além disso, a frequéncia de interna¢des por malaria no Brasil também vem
mostrando declinio, ficando em 1,3% no ano de 2008, enquanto em 2003 era de
2,6% (BRASIL, 2010). Apesar dessa reducdo a malaria ainda se constitui em grave
problema de saude publica no Pais. O risco de contrair a malaria € medido pela
incidéncia parasitaria anual (IPA), que classifica as areas de transmissao em alto (50

ou mais casos de malaria por mil habitantes), médio (maior que 10 e menor que 50
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casos por mil habitantes) e baixo risco (menor que 10 casos por mil habitantes)
(BRASIL, 2010).
A distribuicdo espacial do risco de transmissdo da doenca no Brasil &

apresentada na Figura 1.

Risco IPA PN

Regido Amazodnica
—
Sem transmissdo

Baixo fisco (n=323) " Z
I Vcdio risco (n=80) v
I -0 risco (n=67)

Figura 1. Mapa do Brasil destacando as areas de risco para maléaria pelos
diferentes niveis de incidéncia parasitaria anual (BRASIL, 2010).

Até a década de 80, houve relativa equivaléncia entre as espécies
parasitarias (P. vivax e P. falciparum) inclusive com um periodo de inversao
parasitaria de 1983 a 1998 com predominancia do P. falciparum. A partir de entéo,
nota-se um distanciamento do numero de registros das duas espécies, com a
predominancia do P. vivax, responsavel por quase 90% dos casos notificados em
2009, conforme podemos observar na Figura 2. Essa inversao na proporgdo de
casos de P. vivax e P. falciparum nas duas ultimas décadas foi uma das principais
realizac6es do Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM), levando a uma
diminuicao substancial do numero de mortes (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).
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Figura 2. Registros de casos de maldaria e espécies parasitarias no Brasil (P. vivax e
P.falciparum) (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

Segundo o0 Ministério da Saude (BRASIL, 2010), que recomenda o0s
tratamentos e disponibiliza de forma gratuita os medicamentos antimalaricos
utilizados no Pais, o tratamento da malaria visa atingir o parasita em pontos-chave
de seu ciclo evolutivo, os quais podem ser resumidos em:

a) interrupcdo da esquizogonia sanguinea, responsavel pela patogenia e
manifestacdes clinicas da infeccao;

b) destruicdo de formas latentes do parasita no ciclo tecidual (hipnozoitos), evitando
assim as recaidas tardias;

c) interrupcdo da transmissdo do parasita, através da utilizacdo de farmacos que
impedem o desenvolvimento de formas sexuadas dos parasitas (gametocitos).

O espectro de farmacos atualmente disponiveis para o uso na profilaxia e
tratamento da maléaria é limitado. Varios farmacos séo utilizados ha décadas e ainda
permanecem como primeira escolha na terapia da maléaria. Existem poucos estudos
de desenvolvimento de novos agentes antimaldricos devido as dificuldades
intrinsecas do desenvolvimento, como o alto custo e o fato da malaria ser uma
doenca negligenciada que esta presente em paises subdesenvolvidos. Nesse
sentido, ha pouco interesse da industria farmacéutica em investir, em virtude da
incerteza sobre os retornos financeiros. Desse modo, tem-se buscado aprimorar a
utiizagdo dos farmacos existentes, através da associagdo de farmacos;
desenvolvimento de analogos; utilizacdo de nanotecnologia e o desenvolvimento de
vacinas (ROSENTHAL, 2003; GREENWOOD et al., 2005).
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No Brasil as associagbes mais comumente utilizadas para o tratamento da
malaria sdo as seguintes: artemeter+lumefantrina, artesunato+mefloquina e
quinina+doxiciclina. Para a malaria severa ocasionada por P. falciparum pode-se
destacar a utilizacdo de artesunato, quinina ou quinina+clindamicina por via
intravenosa (CARMARGO et al., 2009).

3.1.3 Ciclo da malaria

A malaria é uma doenca infecciosa cujo agente etioldgico € um parasita do
género Plasmodium. As espécies associadas a malaria humana sdo: Plasmodium
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi. No Brasil, nunca foi
registrada transmissdo autéctone de P. ovale e P. knowlesi, que sdo restritas a
determinadas regibes da Africa e Asia, respectivamente. Cada espécie de
Plasmodium produz um padrdo de doenca bastante caracteristico, relacionado, em
parte, com o momento de seu ciclo intra-eritrocitario assexuado. As infec¢des por P.
vivax e P. ovale raramente sdo fatais e caracterizam-se por picos febris com
intervalos de cerca de 48 horas (malaria terca benigna). Com o P. malariae, 0s picos
febris ocorrem em intervalos de 72 horas (malaria quarta benigna) (KUMAR et al.,
2005). Por outro lado, a infeccéo causada pelo P. falciparum, caracterizada por picos
febris entre 36 e 48 horas, é responsavel pelas mais altas parasitemias e pela maior
parte da mortalidade. O ataque agudo de malaria caracteriza-se por um conjunto de
paroxismos febris, que apresentam quatro periodos sucessivos: o de frio, calor, suor
e apirexia (TRACY & WEBSTER, 2003).

A transmissao natural da malaria ocorre por meio da picada de fémeas
infectadas de mosquitos do género Anopheles, sendo mais importante a espécie
Anopheles darlingi, cujos criadouros preferenciais sdo agua limpa, quente,
sombreada e de baixo fluxo, muito frequentes na Amazoénia brasileira (BRASIL,
2010).

No hospedeiro vertebrado, o ciclo inicia-se com a picada do mosquito
infectado com as formas esporozoitas do Plasmodium, que entdo se dirigem para o
figado, onde se transformam em trofozoitas e, logo a seguir, em esquizontes (Figura
3).
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Figura 3. Ciclo da maléaria (Garcia, 2010).

O estégio tissular assintomatico (pré-eritrocitico, exoeritrocitico ou tissular) da
infeccdo dura de 5 a 15 dias, dependendo da espécie de Plasmodium (TRACY &
WEBSTER, 2003). Dentro dos hepatdcitos, os parasitas da malaria se multiplicam
rapidamente, de modo que até 30.000 merozoitos sédo liberados quando o hepatdcito
se rompe (SAMUELSON, 2000). Uma vez liberados, os merozoitos de P. falciparum
ligam-se por uma molécula parasitaria semelhante a lectina a residuos de &cido
sidlico nas moléculas de glicoforina na superficie dos eritrocitos. Estes se ligam por
uma lectina homéloga aos antigenos duffy nas hemacias. Os merozoitos liberam
multiplas proteases de uma organela especial chamada de roptria, permitindo assim
a invasao dos eritrocitos e iniciando o ciclo eritrocitéario da infeccdo (REY, 2001).

Dentro dos eritrécitos, os parasitas se multiplicam em um vacuolo digestivo
delimitado por membrana, chamado de vacuolo parasitéforo. A hemoglobina é
degradada por varias proteases, dentro do vacuolo alimentar. Os resultados da
degradacdo sdo aminoacidos, os quais sao utlizados para sobrevivéncia do
parasita, e o heme, ou ferroprotorfirina IX, a qual € potencialmente letal para o
parasita, sendo necessaria a sua neutralizacdo. A ferroprotorfirina 1X é polimerizada,
pela heme polimerase, em granulos insollveis e nao-téxicos de hemozoina ou
pigmento malarico (BRAGA & FONTES, 2000; REY, 2001). Alguns merozoitos se

diferenciam em formas sexuais conhecidas como gametdcitos, sendo estas formas
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ingeridas pelo mosquito, dando continuidade ao ciclo da malaria, no hospedeiro
invertebrado.

Apenas o ciclo eritrocitico assexuado é responsavel pelas manifestacfes
clinicas e patologia da maléaria. A destruicdo dos eritrocitos e consequente liberacao
dos parasitas e de seus metabdlitos na circulagdo provocam uma resposta do
hospedeiro, determinando as alteragbes morfolégicas e funcionais observadas no
individuo com malaria. A maioria dos pacientes apresenta febre, calafrios, dor de
cabeca e sudorese, caracteristicas do acesso malarico, devido ao rompimento das
hemécias ao final da esquizogonia (BRAGA & FONTES, 2000). Outros sintomas
comuns sao tonturas, mal-estar, mialgia, dor abdominal, nauseas, vomitos, diarréia e
tosse seca (SAMUELSON, 2000). A malaria severa apresenta diferentes
manifestacbes em criancas e adultos. Nestes, edema pulmonar, faléncia renal,
coma, hiperlactatemia sédo complicagcbes graves e frequentes, enquanto anemia
severa é incomum. J& em criancas, anemia severa, coma e hiperlactatemia séo
comuns, mas edema pulmonar e faléncia renal séo raros (MILLER et al., 2002;
PLANCHE & KRISHNA, 2005). Ambos, P. falciparum e P. vivax, podem causar
anemia severa, mas somente o primeiro causa complicagcdes como maléria cerebral,
hipoglicemia, acidose metabdlica e sindrome de angustia respiratoria do adulto
(MILLER et al., 2002).

3.1.4 Modelos animais para estudo da maléria

Modelos de malaria em animais de laboratério sdo necessarios para o estudo
da doenca, porém nenhum dos parasitas que ocasiona a malaria humana infecta
camundongos ou ratos (HALL et al., 2005). Nesse sentido, espécies de Plasmodium
que infectam roedores murinos da Africa Central, P. Berghei, P. vinckei, P. chabaudi
e P. yoelii sdo utilizados para a realizacdo de modelos experimentais da infeccdo em
animais de laboratorio (NOGUEIRA & ROSARIO, 2010). Esses modelos tem sido
amplamente utilizados, pois a infeccao por esses parasitas tem demonstrado grande
analogia com a malaria humana na maioria dos aspectos essencias de fisiologia,
estrutura e ciclo de vida. Além disso, os animais como ratos e camundongos
apresentam facilidade de manuseio e manutencdo em laboratorio.

Embora a extrapolacédo direta do modelo de roedores para a biologia do P.

falciparum néo seja possivel em todas as situagdes, cada uma das quatro espécies
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de Plasmodium possui caracteristicas semelhantes as espécies de malaria humana,
tornando-as adequadas para realizacdo de estudos experimentais. Por exemplo,
ensaios de variagdo antigénica sao realizados em P. chabaudi, testes in vivo de
farmacos em P. berghei ou P. chabaudi, malaria cerebral em P.berghei, testes de
vacinas em fase pré-eritrocitica em P. yoelii, cronobiologia em P. vinckei
(NOGUEIRA & ROSARIO, 2010).

A espécie P. berghei é muito utilizada em estudos experimentais, sendo
descritos na literatura varios modelos usando essa espécie em camundongos. Além
disso, € o modelo que tem sido empregado a fim de simular a infec¢do humana por
P. falciparum (SINGH et al., 2009).

Nesse sentido, PEDRONI et al., 2006 desenvolveram um modelo de infeccao
experimental irreversivel utilizando cepa de P. berghei ANKA em ratos Wistar. Entre
as vantagens desse modelo destaca-se a possibilidade de avaliacdo de eficacia de
medicamentos antimalaricos e a realizacdo de experimentos farmacocinéticos em

animais infectados.

3.1.5 Tratamento da maléria e resisténcia

A eficacia de um agente terapéutico no tratamento da malaria depende das
interacbes entre os parasitas, os farmacos antimalaricos e o hospedeiro humano
(KANEKO & NISHIYAMA, 2004). Nas ultimas décadas, o aparecimento e a
disseminacdo de cepas de P. falciparum resistentes a maioria dos farmacos
antimalaricos disponiveis tem se tornado um problema para o controle e tratamento
da doenca. Farmacos como a cloroquina e a associacdo sulfadoxina-pirimetamina,
gue sao acessiveis, de baixo custo e eficazes, estdo em desuso em muitos paises
endémicos (OMS, 2010a). Nenhum antimalarico isoladamente controlou com
sucesso a disseminacéo crescente de cepas resistentes de P. falciparum (TRACY &
WEBSTER, 2003). Nesse sentido, a utilizacdo das combina¢bes de farmacos ao
invés de monoterapia tem sido preconizada pela OMS, a fim de evitar a
disseminagdo da resisténcia ao P. falciparum e melhorar os resultados clinicos
(ASHLEY & WHITE, 2005; GREENWOOD et al.; 2005; OMS, 2010a).

A resisténcia e a sensibilidade do P. falciparum aos antimalaricos ndo sao
absolutas, podendo ser classificadas como sensiveis (S), caracterizada pela

negativagdo da parasitemia assexuada dentro de sete dias apos o 1° dia de
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tratamento, sem recrudescéncia, ou resistentes (R). As cepas resistentes sao
classificadas em trés niveis, RI, RIl ou RIlIl. Uma resposta Rl corresponde a uma
negativacdo da parasitemia como na sensivel, porém seguida de recrudescéncia a
partir do oitavo dia apés o inicio do tratamento. A RIl corresponde a uma reducéo
acentuada da parasitemia, porém sem negativacdo, com recrudescéncia e uma RIII
nao apresenta reducao acentuada da parasitemia (BRASIL, 2001).

Antes do inicio do tratamento, a fim de escolher o melhor regime de
tratamento a ser utilizado, devem-se levar em conta alguns fatores como espécie de
Plasmodium infectante, idade do paciente, historico de exposicdo a infeccdo e
condicdes associadas como gravidez e problemas de saude (BRASIL, 2010).

A maioria dos antimaléricos utilizados no tratamento da malaria apresenta
relatos de toxicidade e ocasionam efeitos gastrintestinais adversos, como nauseas e
vomitos, dificultando a adesdo dos pacientes e comprometendo a efetividade do
tratamento (WINSTANLEY, 2001; PIMENTEL et al., 2007).

Uma das principais estratégias de tratamento para a malaria envolve a
utilizacdo de um ou mais farmacos em conjunto com a artemisinina (ou seus
derivados), tentando conseguir o0 maximo de efeito e o minimo de resisténcia. A
OMS sugere a utilizacdo de artemeter e lumefantrina, artesunato e amodiaquina,
artesunato e mefloquina e artesunato e sulfadoxina-pirimetamina (FRASSON et al.,
2009; OMS, 2010a). Recentemente tem sido observado que a eficacia do tratamento
com artemisina e combinac¢des tem diminuido, provavelmente devido a problemas
de resisténcia (DONDORP et al., 2009).

Entre os farmacos utilizados na terapia antimalarica destacamos a QN, que
ha varios anos é utilizada para o tratamento da malaria e continua a ser o farmaco
de escolha para maléaria severa. Para o tratamento da malaria ndo complicada é o
tratamento de segunda escolha (em combinacdo com antibioticos) apds a terapia
com artemisinina e combinacdes (OKOMBO et al.,, 2011). Para o tratamento da
malaria complicada a QN injetavel é recomendada e deve ser utilizada combinada
com antibidticos (OMS, 2010a). A utilizacdo da QN é limitada devido a sua janela
terapéutica estreita, efeitos colaterais como cinchonismo, hipoglicemia e
hipertenséo, e principalmente cardiotoxicidade (prolongamento do intervalo QT do
eletrocardiograma), sendo sua toxicidade dose dependente (WHITE, 2007).

A QN atua como um esquizonticida sangliineo contra todas as formas de

Plasmodium e também é um gametocida para P. vivax e P. malarie. Trata-se de um
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farmaco supressor, curando 0s surtos agudos, sem impedir recaida (REY, 2001). O
seu mecanismo de acado ndo esta completamente elucidado, mas uma hipétese é
que ela atua inibindo a detoxificacdo do heme no vacuolo digestivo do parasita
(SANCHEZ et al., 2008). A resisténcia a QN foi relatada h& aproximadamente 100
anos, mas h& poucos casos documentados de alta resisténcia ao farmaco
(WONGSRICHANALAI et al., 2002; NEWTON et al., 2006). O mecanismo de
resisténcia a QN é complexo, multigénico, e ndo esta bem elucidado, mas tem sido
associado a mutacdes nos genes MDR1 (Pfmdrl) e pfcrt do P. falciparum
(BRIOLANT et al., 2011).

Ha mais de 30 anos, resultados de estudos in vitro e de estudos clinicos
demonstram a atividade antimalarica da tetraciclina e de seus derivados (BRIOLANT
et al., 2008). A DOX, um farmaco do grupo das tetraciclinas, € utilizada na profilaxia
da malaria em viajantes que vao para regides endémicas, utilizacdo aprovada pelo
FDA, e também em associacdo com um esquizonticida de acdo rapida no tratamento
da maléaria. Cabe destacar que a DOX vem substituindo a tetraciclina, devido a maior
comodidade terapéutica e a menor frequéncia de efeitos colaterais gastrintestinais
(WATT et al., 1992; TAN et al., 2011). O mecanismo de acao das tetraciclinas no
tratamento da malaria ndo esta completamente elucidado, mas trabalhos evidenciam
gue a acao acontece em nivel de uma organela presente no citoplasma do parasita,
o apicoplasto, que é responsavel por alguns processos de sintese metabdlica
essenciais. Abaixo sdo apresentados dois trabalhos que tentaram elucidar o
mecanismo de acdo da doxiciclina.

DAHAL et al., 2006, realizaram estudo visando caracterizar 0 mecanismo de
acao antimalarico das tetraciclinas, avaliando a atividade da DOX ao longo de dois
ciclos de vida de 48h do P.falciparum. Os resultados obtidos indicaram que a DOX
inibiu a producdo de proteinas codificadas pelo apicoplasto do parasita, levando a
uma subsequente perda de fungéo, impedindo a reproducdo do parasita a partir do
segundo ciclo da infecgéo.

BRIOLANT et al.,, 2010 pesquisaram 0s mecanismos metabdlicos que séo
afetados no P. falciparum ap6és o tratamento com DOX. Os autores concluiram que
uma resposta especifica para o tratamento com a DOX parece envolver mitocondria
e apicoplasto do parasita.

Conforme abordado anteriormente, a utilizagdo de combinacdo de farmacos

tem sido uma estratégia muito utilizada no tratamento da maléaria. Nesse sentido, a
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associacdo da QN com antibiético do grupo das tetraciclinas tem mostrado bons
resultados no tratamento da malaria, visto que possibilita a utilizagcdo de dois
farmacos que atuam com diferentes modos de acdo sobre o parasita, possibilitando
uma melhor efetividade no combate a doenca. Abaixo estdo citados alguns artigos
gue descrevem a associacdo da QN com a DOX:

LEAL et al., 2003 avaliaram a resposta de 21 pacientes com malaria severa
nao complicada que receberam tratamento com QN associada a DOX. O esquema
posologico foi realizado da seguinte maneira: sulfato de QN oral (comprimidos de
500 mg), durante os trés primeiros dias, sendo a dose diaria administrada a cada 12
horas e conforme a idade (até 11 anos: 1.000 mg; de 12 a 14 anos: 1.500 mg; e
acima de 15 anos: 2.000 mg); DOX oral (comprimidos de 100 mg), durante os 5 dias
de internacdo hospitalares, sendo a dose diaria administrada a cada 12 horas (até
11 anos: 100 mg; de 12 a 14 anos: 150 mg; e acima de 15 anos: 200 mg); e
primaquina oral (comprimido de 15 mg), dose Unica no primeiro dia de internagéo,
sendo a dose de acordo com a faixa etaria (até 11 anos: 15 mg; de 12 a 14 anos: 30
mg; e acima de 15 anos: 45 mg). O alto percentual de sensibilidade observado, de
76,2%, sem nenhum caso de resisténcia tipo Il ou lll, reforcou a eficacia do
tratamento com a QN associada a DOX em casos de malaria falciparum néo
complicada no Brasil.

EJAZ et al., 2007 avaliaram a eficicia e tolerabilidade da combinacdo de QN
e DOX no tratamento de maléria falciparum ndo complicada. Foram estudados 100
pacientes do sexo masculino e a contagem de parasitas no sangue foi realizada no
momento da admissao e depois a cada 12 horas até o desaparecimento ou até 28
dias. O tratamento inicial foi de 10 mg de sulfato QN/kg de peso corporal a cada 8
horas por via oral, no periodo de 3 a 7 dias em combinacdo com 100 mg de DOX a
cada 12 horas durante 7 dias. Os resultados demonstraram que o tratamento foi
eficaz no tratamento da malaria.

RASHEED & SAEED, 2008 avaliaram a seguranca e a eficacia do tratamento
de QN (dose de 30 mg/kg/dia) associada a DOX (200 mg/dia) em maléaria
ocasionada por P. falciparum através de estudo prospectivo observacional em 337
pacientes. Observaram uma menor incidéncia de efeitos colaterais e menor taxa de
mortalidade (0,6%) em comparagcdo com estudos anteriores utilizando QN e
artemisina que descrevem taxas de mortalidade entre 5 a 23,9%. Os autores

concluiram que, devido as vantagens acima mencionadas e também ao baixo custo
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do tratamento, a associacdo QN/DOX pode ser utilizada com seguranca e eficacia

terapéutica no tratamento de malaria ocasionada por P. falciparum.

3.1.6 Nanotecnologia no tratamento da malaria

Varios farmacos antimalaricos incorporados em sistemas nanoparticulados
tém sido estudados devido as potencialidades terapéuticas desses sistemas. Os
nanossistemas oferecem varias vantagens para o desenvolvimento de novas
formulagcbes farmacéuticas, entre elas pode-se citar a reducdo da toxicidade,
aumento da biodisponibilidade, possibilidade de tratar alvos especificos,
possibilidade de incorporacdo de farmacos hidrofilicos e lipofilicos, diminuicdo da
dose administrada, liberacdo controlada do farmaco, protecdo do farmaco frente a
inativacdo no meio gastrintestinal (VAUTHIER & COUVREUR, 2007; SAKAMOTO et
al., 2010).

Diversos sistemas nanoparticulados séo utilizados na area farmacéutica,
entre os principais podemos citar os lipossomas, as nanoesferas, as nanocapsulas e
as nanocapsulas poliméricas. Os lipossomas séo vesiculas aquosas circundadas por
bicamada lipidica podendo servir como veiculo de farmacos encapsulados na
cavidade aquosa da vesicula ou na bicamada lipidica (MUFAMADI et al., 2011). As
nanoparticulas poliméricas séo sistemas carreadores de farmacos que apresentam
didmetro inferior a 1 pum. As nanocépsulas sdo constituidas por um invélucro
polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso, podendo o farmaco estar
dissolvido neste ndcleo e/ou adsorvido a parede polimérica. Por outro lado, as
nanoesferas, que ndo apresentam 6leo em sua composi¢ao, sdo formadas por uma
matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido (SCHAFFAZICK et
al., 2003).

As limitacdes existentes quanto a aplicacdo de nanoparticulas poliméricas
derivam da possibilidade de residuos de solventes organicos utilizados no processo
produtivo, citotoxicidade de alguns polimeros e maior dificuldade de producdo em
grande escala. Lipossomas, por sua vez, apesar das vantagens relacionadas a
auséncia de toxicidade dos materiais constituintes, apresentam limitacdes de
estabilidade quimica e fisica, levando a agregacdo das vesiculas lipossomais e a

degradacdo do farmaco incorporado durante a estocagem (MEHNERT & MADER,
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2001). Uma grande vantagem das nanoparticulas lipidicas sélidas é o facil
escalonamento para aplicacéo industrial (HUYNH et al., 2009).

A literatura cientifica apresenta inidmeros artigos que descrevem a utilizacéao
de farmacos antimalaricos incorporados em diferentes sistemas nanoparticulados.
Nesse contexto, sao citados abaixo alguns desses artigos.

OWAIS et al., 1995 desenvolveram lipossomas de cloroquina com a superficie
ligada covalentemente a anticorpos de membranas de eritrécitos infectados com P.
berghei, chamados de MAB F10, o qual sdo capazes de reconhecer antigenos
especificos da membrana de eritrocitos infectados pelo parasita P. berghei. Os
lipossomas MAB F10 com cloroquina mostraram-se capazes de controlar a infecgéao
nao apenas nos camundongos tratados com o parasita sensivel a cloroquina, mas
também nos infectados com cepa resistente ao farmaco, demonstrando que a
eficacia terapéutica da cloroquina pode ser aumentada significativamente pela sua
liberacdo no local de acdo especifico.

Lipossomas multilamelares contendo artemeter foram testados em
camundongos infectados com P. chabaudi (CHIMANUKA et al., 2002). A parasitemia
do grupo tratado com artemeter solubilizado em Mygliol® diminuiu rapidamente em
relacdo aos demais grupos, entretanto esses animais morreram devido a recorréncia
da infeccdo. No grupo tratado com lipossomas contendo o farmaco, o tratamento se
mostrou mais efetivo, pois evitou as recaidas comuns da doenca e levou a cura
100% dos camundongos tratados.

GABRIELS & PLAIZIER-VERCANMEN, 2003 desenvolveram formulacdo de
lipossomas contendo artesunato. A disperséao foi avaliada em termos de estabilidade
fisica e quimica, incluindo degradacédo quimica e cristalizacdo do artesunato, bem
como liberacdo, através da utilizacdo da técnica de dialise. Os resultados
demonstraram a estabilidade do sistema por 10 dias a 25 °C, contendo 1 mg de
artesunato e 300 mg de lipidios por mL de tampdo com pH 5,0 e taxa de
encapsulamento de 100%.

LONGMUIR et al., 2006 desenvolveram com sucesso formulacdo de
lipossomas contendo um 19-amino peptideo extraido de uma proteina do
esporozoito de P. berghei. Quando administrado por via intravenosa em
camundongos, a formulagdo foi rapidamente eliminada do sangue e direcionada

especificamente para o figado. Esses resultados indicam que é possivel direcionar
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farmacos incorporados nesse tipo de lipossomas para tratar as formas do parasita
no interior dos hepatdcitos.

Triclosan, um antimicrobiano néo-ibnico de amplo espectro, que apresenta
eficicia in vitro na inibicdo do crescimento de P. falciparum, foi encapsulado em
nanocapsulas revestidas com quitosana. A formulacdo foi adequada para obtencéo
de uma liberacdo sistémica do triclosan, devido as propriedades mucoadesivas da
quitosana (MAESTRELLI & ALONSO, 2004).

MOSQUEIRA et al., 2004 avaliaram a eficacia e farmacocinética de
formulagc&o de nanocapsulas contendo halofantrina em camundongos infectados por
P. berghei. Os resultados obtidos demonstraram que a nhanoencapsulacdo da
halofantrina promoveu a modificacdo do seu perfil farmacocinético, mantendo as
concentracfes plasmaticas por mais de 70h e reduziu a cardiotoxicidade, sugerindo
o uso de halofantrina nanoencapsulada, por via parenteral, para o tratamento da
maléria grave com menores efeitos adversos.

BHADRA et al., 2006 desenvolveram nanoparticulas contendo cloroquina
baseadas em dendrimeros de PEG-poli-Lisina recobertas por sulfato de condroitina.
Concluiram que o revestimento com sulfato de condroitina prolongou a liberacdo da
cloroquina no sangue de camundongos ap6s administracéo intravenosa.

Transferrina conjugada com nanoparticulas lipidicas soélidas foram estudadas
devido a sua capacidade de direcionar o dicloridrato de QN para o cérebro no
tratamento de malaria cerebral (GUPTA et al., 2007). A formulacédo de transferrina
conjugada com nanoparticulas mostrou uma maior penetracao pelo tecido cerebral,
apos administracdo da dose de 10 mg/kg pela via i.v., em comparacdo com
nanoparticulas sem modificacdes e solucéo de farmaco.

LEITE et al.,, 2007, estudaram a reducédo da toxicidade da halofantrina em
funcdo da sua nanoencapsulacdo em nanocapsulas de poli-e-caprolactona. Os
parametros cardiovasculares, ECG e pressdo arterial, foram avaliados em ratos
Wistar anestesiados ap6s a administracéo i.v. de dose unica (100 ou 150 mg/kg) de
halofantrina nanoencapsulada e em solucdo. Os resultados indicaram que a
nanoencapsulacdo reduziu os efeitos cardiotéxicos da halofantrina quando
comparado ao farmaco livre, possivelmente devido a alteracdo da distribuicdo do
farmaco.

Nano-suspensdes de diidroartemisinina (DHA) foram formadas apds a

dispersdo de misturas ternarias de polivinilpirrolidona, desoxicolato de sédio e DHA
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em agua utilizando moinho coloidal. A nano-suspensdo de DHA apresentou maior
atividade antimalérica in vitro contra P. falciparum quando comparada com
microsuspensdes (CHINGUNPITAK et al., 2008).

JOSHI et al., 2008, prepararam o farmaco antimalérico artemeter utilizando
carreadores lipidicos nanoestruturados para administracao intravenosa. A atividade
antimalarica da formulacdo foi avaliada em P. berghei em comparacdo com a
formulacdo convencional. Estudos citotoxicos mostraram que a formulacéo
nanoestruturada foi menos hemolitica e apresentou maior atividade antimalarica que
a formulacéo convencional.

SINGH & VINGKAR, 2008 desenvolveram formulacdo de nanoemulsao
lipidica de primaquina. Para avaliacdo da atividade foram administradas quatro
diferentes doses (5.0, 2.0, 1.5 e 1.0 mg/kg/dia) pela via oral durante 4 dias. A
formulacdo, que apresentou tamanho de particula de 10 a 200 nm, mostrou
atividade antimalarica contra infeccdo de camundongos infectados com P. berghei,
sendo que a dose efetiva foi 25% inferior a dose do farmaco livre. Os autores
enfatizaram ainda que a formulacdo aumentou de forma significativa a
biodisponibilidade e a concentragédo de primaquina no figado.

Vacinas estdo sendo desenvolvidas para prevenir a infeccdo por malaria.
Conhecidas por RTS, S/AS01B e RTS, S/AS02B, essas formulacfes encontram-se
em estudos clinicos de fase 1 e 2 e contém lipossomas e emulsdes 6leo em agua
como adjuvantes (KESTER et al., 2009).

HAAS et al., 2009 desenvolveram e caracterizaram nanocapsulas poliméricas
contendo QN para administracdo pela via i.v. que foram estaveis por 7 dias,
permitindo a reducdo da dose efetiva para curar 100% dos ratos Wistar infectados
com P. berghei, em cerca de 30%. A nanoencapsulacdo dobrou o coeficiente de
ligacdo da QN aos eritrocitos infectados por P. berghei quando comparado com o
coeficiente do farmaco livre. A farmacocinética plasmatica da QN, no entanto, néo foi
alterada pela nanoencapsulagédo. Os resultados obtidos permitiram demonstrar que
a nanoencapsulacdo pode ser uma alternativa para melhorar a eficacia da QN no
tratamento da malaria.

ADITYA et al., 2010 desenvolveram formulacéo parenteral de nanoparticulas
lipidicas com artemeter, de tamanho médio entre 100 e 130 nm e polidisperséao
abaixo de 0,25 utilizando uma modificacdo no método do filme de hidratacdo. Com

as nanoparticulas lipidicas produzidas a atividade antimalérica in vivo do artemeter
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foi aumentada em comparacdo a formulagdo convencional. Além disso, os autores
destacam que a nanoencapsulacdo do artemeter previniu o metabolismo rapido e
producdo do metabdlito téxico diidroartemisina, devido a liberacdo sustentada de
artemeter a partir das particulas lipidicas, permitindo dessa maneira a administracao
parenteral do farmaco com o objetivo de tratar a malaria cerebral.

NAYAK et al., 2010 desenvolveram formulacdo de nanoparticulas lipidicas
com curcuminoides, apresentando tamanho entre 100 e 250 nm. Entre as vantagens
da formulacao, os autores destacam a facilidade de preparacao, utilizacéo de lipidios
biocompativeis e a ndo utilizagéo de solventes organicos. Além disso, destacaram a
possibilidade de preparacdo de formulacdo parenteral, permitindo o aumento da
biodisponibilidade e a utilizacdo para tratamento da malaria cerebral.

KAKRAN et al., 2010 utilizaram método de precipitagdo por evaporacdo de
nano-suspensdes para fabricar nanoparticulas de artemisinina, com o objetivo de
aumentar a sua taxa de dissolucdo. O tamanho de particula da formulagéo
desenvolvida foi entre 100 e 360 nm. Concluiram que a dissolucdo da formulacéo de
nanoparticulas de artemisina aumentou de forma significativa quando comparada
com a formulag&o convencional.

SLABBERT et al., 2011 estudaram a estabilidade fisica, caracterizada pelo
pH, tamanho de particula e eficiéncia de encapsulacdo da mefloquina em
lipossomas e vesiculas Pheroid® (sistema coloidal patenteado que consiste de uma
fase dispersa de plantas e de &cidos graxos essenciais em
oxido nitroso saturado em fase aquosa continua). Os autores concluem que a
mefloquina foi encapsulada com sucesso nas vesiculas de Pheroid®, apresentando
maior estabilidade quando comparada a formulacéo de lipossomas.

Conforme podemos observar, a nanotecnologia tem sido utilizada no
desenvolvimento de formulacdes para o tratamento e também para fabricacdo de
vacina para malaria, demonstrando ser uma importante alternativa para
reestabelecer a utilizagdo de farmacos ja existentes (SANTOS-MAGALHAES &
MOSQUEIRA, 2010). Nao ha, até o momento, relato de estudos utilizando a
nanotecnologia para associacdo de farmacos antimalaricos, muito utilizados

atualmente em funcdo do aumento da resisténcia dos parasitas.
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3.1.7 Nanoparticulas lipidicas solidas

Entre os sistemas nanoparticulados com grande potencial para o
desenvolvimento de formula¢cdes com farmacos antimalaricos pode-se destacar as
nanoparticulas lipidicas soélidas (NLS), que foram desenvolvidas no inicio da década
de 90, derivadas de emulsGes O/A por substituicdo do 6leo por um lipidio sélido, o
qual permanece nesse estado na temperatura corporal. Esses sistemas, com
diametro médio na faixa de aproximadamente 50 a 1000 nm, representam uma
alternativa a lipossomas e nanoparticulas poliméricas (MULLER et al., 2000;
PARDEIKE et al., 2009).

Entre as vantagens que as NLS oferecem, pode-se destacar a possibilidade
de liberacdo controlada em alvos especificos dos farmacos encapsulados,
possibilidade de preparacdo de formulacdes para via tépica, oral e intravenosa,
aumento da permeabilidade dos farmacos encapsulados, biocompatibilidade de seus
componentes, a nao utilizacdo de solventes organicos em sua producéo, facilidade
de producdo em escala industrial e possibilidade de esterilizacdo. Entre as
desvantagens pode-se citar a possibilidade de geleificacdo e aumento no tamanho
das particulas ao longo do tempo (PATIDAR et al., 2010).

Os métodos mais citados na literatura para preparacdo das nanoparticulas
sdo aqueles que utilizam homogeneizadores de alta pressdo ou que levam a
obtencdo dos sistemas sélidos, a partir de microemulsdes. Existe uma grande
diversidade de equipamentos com diferentes capacidades para a preparacdo de
NLS. O homogeneizador de alta pressao pode ser alimentado com a dispersdo de
lipidios e farmaco a quente ou a frio. No processo a quente, uma pré-emulsao é
obtida e passada no homogeneizador ainda quente para a obtencdo de
nanoemulsdes. A nanoemulsdo homogeneizada € posteriomente resfriada a
temperatura ambiente dando origem a NLS. No processo a frio a dispersdo do
farmaco no lipidio € inicialmente solidificada em nitrogénio liquido, moida, o p6
disperso diluido com o auxilio de um tensoativo e posteriormente submetido a
homogeneizacdo (MEHNERT & MADER, 2001; PARDEIKE et al., 2009).

NLS podem incorporar farmacos hidrofilicos e lipofilicos, sendo esses mais
facilmente encapsulados nas NLS. Farmacos hidrofilicos sdo, na maioria das vezes,
liberados mais rapidamente das NLS, pois tendem a particionar na fase externa

s

aguosa do sistema em formacdo. Quando a disperséo € resfriada, a fase oleosa
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precipita antes e o farmaco hidrofilico precipita na superficie da particula, facilitando
sua liberacao mais rapida do sistema (PATIDAR et al., 2010).

A influéncia do tipo de homogeneizador, da pressao utilizada, do numero de
ciclos aplicados e da temperatura no tamanho das particulas obtidas tem sido muito
estudada. Independente da técnica utilizada € possivel trabalhar com concentracées
de lipidios entre 5 e 40%, sendo que concentracfes mais elevadas originam
formulacbes de consisténcia semi-sélida. A concentracdo de lipidios determina a
concentracdo de tensoativo necessaria para a estabilizacéo fisica do sistema, que
varia de 0,5 a 5% (WISSING, 2004; SCHAFER-KORTING et al., 2007). Observa-se
também que a utilizacdo de uma mistura de emulsificantes origina dispersdes com
menor tamanho de particula e maior estabilidade fisica em comparacdo com a
utilizacdo de um Gnico componente estabilizador (MEHNERT & MADER, 2001).

N&o ha relatos da investigacao de NLS com QN descritos na literatura, nem
da associacdo desse farmaco com a DOX. Diante do exposto, considerando a
possibilidade de transposicdo industrial, esse trabalho objetivou a preparacédo e
avaliacdo de NLS da associacao QN/DOX.

Os resultados da tese estdo apresentados na forma de capitulos. No primeiro
capitulo é apresentado o artigo ja publicado relativo a validagcdo do método analitico
para quantificacdo dos farmacos em formulacao farmacéutica e no segundo capitulo
€ apresentado o artigo ja publicado que descreve a validacdo do método bioanalitico
para quantificacdo dos farmacos em matriz bioldégica. No terceiro capitulo esta

apresentado o artigo principal da tese, que ainda sera submetido para publicacao.
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CAPITULO 1

Liberato Brum Junior, Flavia de Toni Uchba, Silvia Staniguaski Guterres, Teresa
Dalla Costa. Development and Validation of LC-MS/MS Method for the Simultaneous
Determination of Quinine and Doxycycline in Pharmaceutical Formulations. Journal
of Liquid Chromatography & Related Technologies, v. 32, n. 18, p. 2699-2711, 2009.
DOI: 10.1080/10826070903245805
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Abstract

A fast, sensitive and specific liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS) method was developed and validated for the simultaneous determination of
quinine and doxycycline in pharmaceutical formulations. The LC-MS/MS method was
carried out on a Sun Fire Waters Ci5 column (50 mm x 3.0 mm 1.D.) and the mobile
phase consisted of acetonitrile:0.1% formic acid (75:25, v/v), run at a flow rate of 0.45
mL/min (split 1:3). The injection volume was 10 pL for both standard and samples.
The triple quadrupole mass spectrometer equipped with an electrospray source in
positive mode (ES+) was set up in multiple reaction monitoring mode (MRM),
monitoring the transitions of 325.0>307.0 and 445.0>428.1, for quinine and
doxycycline, respectively. The total analysis time was 2 min and the method was
linear in the concentration range of 10-1500 ng/mL for both compounds. Method
validation investigated parameters such as the specificity, linearity, precision,
accuracy and robustness, giving results within the acceptable range. Moreover, the
proposed method was successfully applied for determination of quinine and

doxycycline in nanocapsule formulations to support the quality control.

Keywords: Quinine, Doxycycline, Validation, LC-MS/MS.
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CAPITULO 2

Liberato Brum Junior, Manoela Guerra Leal, Flavia de Toni Uchba, Moacir Kaiser,
Silvia Stanicuaski Guterres, Teresa Dalla Costa. Determination of Quinine and
Doxycycline in Rat Plasma by LC-MS-MS: Application to a Pharmacokinetic Study
Chromatographia, v. 73, p. 1081-1088, 2011.

DOI: 10.1007/s10337-011-1949-y
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Abstract

A fast, sensitive and specific LC-MS-MS method was developed and validated for the
determination of quinine (QN) and doxycycline (DOX) in rat plasma. QN, DOX and
cimetidine (internal standard, IS) were extracted from the plasma by protein
precipitation and the mobile phase consisted of methanol/formic acid 0.1% (70:30,
v/Vv), run at a flow rate of 0.5 mL min™ (split 1:3). Detection was carried out by positive
Electrospray lonization (ESI+) in multiple reaction monitoring (MRM) mode,
monitoring the transitions 325.0 — 307.0, 445.0 — 428.1 and 252.8 — 159.0, for QN,
DOX and IS, respectively. The analysis was carried out in 2.0 min and the method
was linear in the plasma concentration range of 5-5000 ng mL™. The mean extraction
recoveries for QN, DOX and IS from plasma were 89.4, 90.5 and 86.3%,
respectively. Method validation investigated parameters such as the linearity,
precision, accuracy, specificity and stability, giving results within the acceptable
range. The proposed method was successfully applied for the determination of QN

and DOX in rat plasma samples to support pharmacokinetic studies.

Keywords: LC-MS-MS, Protein precipitation, Validation, Rat plasma,
Pharmacokinetic, Quinine, Doxycycline.
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CAPITULO 3

Liberato Brum Junior, Sandra Elisa Haas, Moacir Kaiser, Fernanda Galves, Silvia
Stanicuaski Guterres, Teresa Dalla Costa. Quinine/Doxycycline Loaded Solid Lipid

Nanoparticles to Treat Malaria. Artigo em elaboracéo

89



Abstract

The aim of this work was to develop and characterize quinine (QN)/doxycycline
(DOX) solid lipid nanopatrticles (SLN), to evaluate their efficacy in an in vivo model of
malaria, and determine their pharmacokinetics and erythrocyte partition coefficient
compared to the not encapsulated (free) drug association. The SLN were prepared
by high pressure homogenization technigue using polysorbate 80 and lipoid as
emulsifiers and cetyl palmitate as lipid matrix. In the preliminary stability study,
QN/DOX-loaded SLN presented adequate particle size (153.0 £ 5.2), polydispersity
index (0.173 £ 0.006), zeta potential (-38.6 £ 1.82 mV), and high drug content (95.9%
+ 0.70/94.1% + 2.41) and appropriate encapsulation efficiency (94.2% + 1.14/83.0%
+ 2.52) after 21 days of storage at room temperature. Plasmodium berghei infected
Wistar rats were used to evaluate the efficacy of QN/DOX-loaded SLN using different
dosing regimens. The effective QN/DOX-loaded SLN i.v. (75/7.5 mg/kg/day) and oral
(105/10.5 mg/kg/day) doses represent an almost 30% reduction compared to the free
drugs in association. Plasma pharmacokinetics was evaluated after administration of
free or nanoencapsulated QN/DOX by i.v. (10/1 mg/kg) and oral (25/2.5 mg/kg)
routes to infected Wistar rats. No significant alteration of pharmacokinetic parameters
was observed for both drugs and routes of dosing after nanoencapsulation. QN
partition coefficient into P. berghei infected erythrocyte was increased (5.53 + 0.28)
when the QN/DOX-loaded SLN was used in comparison with the free drugs in
association (3.81 £ 0.23). In summary, this work suggests that nanoencapsulation of
QN/DOX into SLN improved the efficacy of free QN/DOX association and may be

used as an alternative for future treatment of malaria.

Keywords: quinine, doxycycline, solid lipid nanoparticles, Plasmodium berghei,

antimalarial efficacy, pharmacokinetics, erythrocyte partition coefficient.
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CONSIDERACOES FINAIS
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A malaria € uma doenca infecciosa que, apesar de poder ser tratada e
evitada, ainda ocasiona um alto indice de mortalidade mundial, sendo relatados
aproximadamente 500 milhdes de novos casos e sendo responsavel por pelo menos
um milh&o de mortes anualmente.

No Brasil, sdo registrados cerca de 350.000 a 500.000 novos casos ao ano. A
Amazobnia Legal concentra atualmente 99,9% dos casos de malaria do pais. A
malaria € um grave problema de saude publica devido a sua alta incidéncia e as
consequéncias que traz as pessoas acometidas pela doenca, influenciando
significativamente o potencial de desenvolvimento de regides em fungdo dos
multiplos custos que acarreta.

Entre os fatores que contribuem para a ndo erradicacdo da malaria, a
resisténcia do Plasmodium spp. aos farmacos antimaléricos existentes tem levado a
utilizacdo de associacdo de farmacos e a busca de alternativas tecnolégicas como a
nanotecnologia, para aumentar a efichcia de antimaléricos tradicionais, devido a
possibilidade de vetorizacdo dos farmacos, reducdo da toxicidade, aumento da
biodisponibilidade e desenvolvimento de sistemas de liberacdo prolongada.

O presente trabalho se prop6s a dar continuidade a estudos ja desenvolvidos
pelo grupo de pesquisa, que inicialmente adaptou modelo de malaria experimental
com P. berghei para ratos Wistar e, na continuidade do trabalho, demonstrou a
possibilidade de reducéo da dose efetiva de QN em aproximadamente 30% quando
da nanoencapsulacdo do farmaco em nanocapsulas poliméricas. No presente
projeto, buscou-se a nanoencapsulacdo inédita da associacdo de farmacos
QN/DOX, utilizada no Brasil para o tratamento de malaria resistente a P. falciparum,
em nanoparticulas lipidicas sélidas, escolhidas devido a facilidade de transposicao
industrial desse sistema.

A QN é um farmaco que ha véarios anos tem sido utilizado para o tratamento
da malaria. Atua no ciclo eritrocitico da infeccdo, provavelmente inibindo a
detoxificagdo do heme no vacuolo digestivo do parasita. A QN apresenta janela
terapéutica estreita e muitos relatos de toxicidade ocasionados pelo seu uso, como
cinchonismo, hipoglicemia, hipertensdo e principalmente cardiotoxicidade
(prolongamento do intervalo QT do eletrocardiograma), sendo sua toxicidade dose
dependente.

A DOX vem sendo utilizada na profilaxia da malaria em viajantes que vao

para regides endémicas e também em associacdo com um esquizonticida de acéo
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rapida. A DOX atua de forma parcial nos ciclos pré-eritrocitico e eritrocitico da
infeccdo, mas seu mecanismo de acdo ndo estd completamente elucidado.
Trabalhos cientificos evidenciam que a acdo acontece em nivel de uma organela
presente no citoplasma do parasita, o apicoplasto. A associacdo da QN com a DOX
vem sendo amplamente utilizada e tem mostrado bons resultados no tratamento da
maléria, visto que possibilita a utilizagdo de dois farmacos que atuam com diferentes
modos de acdo sobre o parasita, possibilitando uma melhor efetividade no
tratamento da doenca.

Inicialmente foi desenvolvida e caracterizada a formulagéo de nanoparticulas
lipidicas sélidas contendo QN e DOX através da técnica de homogeneizacéo a alta
pressdo, que se mostrou estavel por 21 dias a temperatura ambiente e adequada
para administracéo oral e intravenosa.

Paralelamente ao estudo da formulacéo, e visando possibilitar a quantificacao
concomitante dos farmacos nas formulacfes testadas na fase de desenvolvimento
utilizando apenas um método analitico, foi desenvolvido método por LC-MS/MS para
quantificacdo da QN e DOX. O método foi validado de acordo com as normas do
ICH tendo sido publicado no Journal of Liquid Chromatography & Related
Technologies.

A atividade da NLS contendo QN/DOX (10:1) adequadamente caracterizada
foi avaliada in vivo utilizando o modelo de malaria berghei em ratos Wistar
desenvolvido pelo grupo, utilizando as vias de administracdo oral e intravenosa e
diferentes doses. As doses efetivas para a formulagdo de NLS contendo QN/DOX
foram de 75/7,5 mg/kg/dia pela via i.v. e 105/10,5 mg/kg/dia pela via oral. Esses
regimes de dose representam uma reducdo de 30% da dose necessaria para curar
100% dos animais infectados quando comparado aos farmacos livre em associacao
utilizados como controle. Esse resultado é semelhante ao obtido com as
nanoparticulas poliméricas contendo apenas QN, previamente estudadas pelo grupo
de pesquisa, com a vantagem de possibilitar a redugdo da dose mesmo apos a
administracdo oral, o que ndo havia sido demonstrado para as nanoparticulas
poliméricas.

Visando elucidar a causa da reducao da dose efetiva da associacdo QN/DOX
incorporada na NLS foram programados dois estudos adicionais. O primeiro estudo
consistiu na comparacdo da farmacocinética da QN/DOX em associacdo na forma

livre e nanoencapsulados apo6s dose i.v. e oral em ratos infectados com P. berghei.
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O segundo estudo foi realizado buscando determinar o coeficiente de particdo nos
eritrocitos dos farmacos livre e nanoencapsulados utilizando sangue de ratos sadios
e infectados por P. berghei.

Previamente a realizacdo dos experimentos farmacocinéticos, foi
desenvolvido e validado método por LC-MS/MS para quantificacdo concomitante da
QN e DOX em plasma de rato utilizado pequeno volume de amostra (90 uL) e
método de extracdo por precipitacdo de proteinas. O método, validado de acordo
com normas do FDA foi publicado na revista Chromatographia.

A avaliagdo farmacocinética foi realizada ap6s a administracdo dos farmacos
livre e nanoencapsulados pelas vias i.v. (10/1 mg/kg) e oral (25/2,5 mg/kg) em ratos
infectados. Nao foram verificadas alteracdes farmacocinéticas significativas para
ambos os farmacos e vias de administracdo ap0s a nanoencapsulacdo. Dessa
maneira a diminuicdo da dose efetiva ndo pode ser atribuida a alteracdo nos
processos de absorcdo e disposicao (distribuicdo tecidual e eliminagdo) dos
farmacos apds a nanoencapsulacao.

Por outro lado, a determinacdo do coeficiente de particAo nos eritrocitos
infectados aumentou quando a QN foi nanoencapsulada (5,53 + 0,28) em
comparacao a QN livre (3,81 + 0,23). Para a DOX né&o ocorreu alteracéo significativa
no coeficiente de particdo nos eritrécitos entre o farmaco livre e nanoencapsulado.
Dessa maneira a diminuicdo da dose efetiva pode ser explicada pelo aumento da
penetracdo da QN nos eritrécitos infectados quando nanoencapsulada, uma vez que
a QN age no ciclo eritrocitario da malaria.

No presente estudo, utilizando o protocolo de tratamento validado
previamente, ou seja, administracdo do tratamento entre o 7°-9° dias apos infec¢cao
dos ratos Wistar com P. berghei, ndo foi observada melhora no tratamento em
funcdo da incorporacdo da DOX na formulacdo de NLS, em associagdo com a QN.
Para avaliar a contribuicho da nanoencapsulacdo no efeito da DOX dessa
formulacdo, outros protocolos de tratamento utilizando o modelo experimental de
malaria berghei empregado nesse estudo devem ser testados e validados.

Entre as vantagens da utilizacdo das NLS em comparacdo com as
nanocapsulas poliméricas utilizadas em trabalho desenvolvido previamente pelo
grupo de pesquisa, podemos destacar a facilidade do processo de fabricacdo e
transposicdo para escala industrial, o uso de lipidios biocompativeis e a néo

utilizacdo de solventes organicos. Além disso, a formulacdo também apresentou
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efetividade através da via oral, que é a via mais utilizada para o tratamento da
malaria.

Em resumo, o presente trabalho sugere que a nhanoencapsulacdo da QN/DOX
em NLS aumentou a eficacia dos farmacos, possibilitando a diminuicdo da dose
efetiva, sendo uma alternativa interessante a ser investigada para o tratamento da

malaria falciparum resistente.
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