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RESUMO

Objetivos: Desenvolver modelo de malaria experimental em ratos Wistar e avaliar a
influéncia da infecgcao no perfil farmacocinético e na distribuicdo tecidual da quinina
(QN). Metodologia: No desenvolvimento da infeccdo experimental de ratos Wistar
por Plasmodium berghei foram testados diferente inéculos pela via i.v. e i.p em
animais de diferentes idades. A adequabilidade do protocolo proposto foi avaliada
utilizando cloroquina. Neste modelo, as doses efetivas da QN foram estabelecidas
apo6s administragdo oral, utilizando protocolo de tratamento padronizado. Os perfis
farmacocinéticos da QN apds administragao i.v. de 50 mg/kg a ratos sadios e oral de
250 mg/kg a ratos sadios e infectados por P. berghei, com baixa e alta parasitemia,
foram avaliados apés quantificagdo da QN através de metodologia por cromatografia
em liquido de alta eficiéncia validada. A distribuicdo hepatica e muscular do farmaco
em ratos sadios e com alta parasitemia foi avaliada por microdialise. Resultados e
Discussdo: O protocolo para desenvolver malaria experimental em ratos Wistar
utilizando inoculacéo i.v. de 10 hemaceas parasitadas por P. berghei em animais de
5 semanas mostrou-se adequado quando testado com cloroquina. As doses de QN
de 50 e 250 mg/kg foram efetivas na cura da malaria experimental. Apds
administracéo i.v. de QN a ratos sadios, obteve-se volume de distribuicao (Vd) de
11,6 £ 4,1 LKg", clearance (Cl) de 5,8 + 2,2 Lkg".h™ e meia-vida de 2,1 + 1,2 h.
Apo6s administragdo oral, uma tendéncia de redugdao do Cl e aumento do Vd,
proporcional ao nivel parasitémico, foi observada. As fragbes livres teciduais da QN
em ratos infectados foram inferiores as obtidas em ratos sadios, observando-se
maiores concentragbes musculares do que hepaticas. Conclusdes: As alteracdes
farmacocinéticas da QN causadas pelos diferentes niveis de parasitemia observadas
na evolucdo da malaria devem ser levadas em consideracdo quando da
determinagdo do esquema posoldgico do farmaco, visando garantir o sucesso

terapéutico e, principalmente, a segurancga para o individuo infectado.

Palavras-chave: Plasmodium berghei, malaria experimental em ratos Wistar,

quinina, farmacocinética, distribuicao tecidual, microdialise.
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ABSTRACT

Development of an Experimental Malaria Infection Model in Wistar Rats and
Evaluation of the Infection Influence on Quinine Pharmacokinetic Profile and

Tissue Distribution

Purpose: To develop an experimental malaria infection model in Wistar rats and to
evaluate the infection influence on quinine (QN) pharmacokinetic profile and tissue
distribution. Methodology: For the development of Plasmodium berghei
experimental malaria in Wistar rats, diverse inoculum sizes, administration routes and
animals age were tested. The suitability of the proposed protocol was evaluated
using chloroquine. In this model, QN effective doses were established after oral
administration, using a standard protocol of treatment. QN pharmacokinetic profiles
after i.v. administration of 50 mg/kg to healthy rats and after oral administration of
250 mg/kg to healthy and P. berghei infected animals, with low and high parasitemia
levels, were evaluated using a validated high performance liquid chromatography
method to quantify the drug. Hepatic and muscular distribution of the drug, in healthy
and infected rats, with high parasitemia, was evaluated by microdialysis. Results
and Discussion: The experimental malaria protocol developed in Wistar rats using
i.v. inoculation of 10® P. berghei parasitized erythrocytes in 5 weeks-old animals
showed suitable when tested with chloroquine. The 50 and 250 mg/kg QN doses
were effective to cure the experimental malaria. After QN i.v. administration to healthy
rats, the volume of distribution (Vd) was 11.6 + 4.1 L.kg™, the clearance (Cl) was 5.8
+2.2 Lkg™".h" and the half-life was 2.1 + 1.2 h. After oral administration, a trend of Cl
reduction and Vd increase, proportional to parasitemia level, was observed. QN free
tissue levels were higher in muscle than in hepatic tissue. Free drug fractions in
infected tissues were lower than those observed in healthy rats. Conclusion: QN
pharmacokinetic alterations observed due to the evolution of malaria infection must
be taken into consideration when establishing the drug dosing regimen, aiming to

guarantee its therapeutical success and mainly, the infected subject safety.

Keywords: Plasmodium berghei, malaria infection model in Wistar rats, quinine,

pharmacokinetics, tissue distribution, microdialysis.
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1. INTRODUGAO

Apesar de muito antiga, a malaria continua sendo um dos principais
problemas de saude publica mundial (BRAGA e FONTES, 2000). No Brasil, a
doenga cresceu de 300 a 400 % na ultima década (FUNASA, 2002). A malaria é
caracterizada por febres recidivantes e calafrios associados a lise das hemaceas
parasitadas por protozoarios do género Plasmodium (KROGSTAD, 1997). O
mosquito fémea do género Anopheles € o hospedeiro definitivo e vetor dos
plasmodios, enquanto que o homem é o hospedeiro intermediario (BRAGA e
FONTES, 2000).

O tratamento adequado e oportuno da malaria ainda é o principal alicerce
para o controle da doenga (BRAGA e FONTES, 2000). No entanto, a profilaxia e a
quimioterapia tornaram-se mais complexas e menos satisfatérias, principalmente em
razdo da crescente resisténcia aos farmacos antimalaricos (TRACY e WEBSTER,
1996). O tratamento da parasitose visa, principalmente, a interrupcdo da
esquizogonia sanglinea, responsavel pela patogenia e manifestacdes clinicas da

infeccao.

A quinina é o farmaco de escolha em casos graves da doenga
(WINSTANLEY, 2000) atuando primariamente como esquizonticida sanguineo.
Apresenta forte ligacdo com o figado e talvez a auséncia de atividade sobre as
formas hepaticas do parasita seja reflexo da sua baixa concentragao livre no 6rgao.
Aliado ao baixo indice terapéutico, a quinina também provoca graves efeitos
adversos diretamente relacionados a presenga de concentragcbes elevadas no

plasma.

Ha relatos na literatura mostrando que a farmacocinética da quinina sofre

influéncia de varios fatores, dentre os quais a infeccao malarica parece ser o mais



relevante, em decorréncia das alteragcbes que provoca no processo de
metabolizagdo de farmacos (DAVIS et al., 1988; BABALOLA et al., 1998; ROGER et
al., 2002).

A determinacdo precisa dos parametros farmacocinéticos da quinina em
individuos infectados e a avaliagdo da penetragdo tecidual do farmaco é de
fundamental importancia para garantir o uso racional deste medicamento, uma vez
que poucas alternativas terapéuticas tém sido propostas (HASTINGS e
D’ALESSANDRO, 2000).

A microdialise € uma técnica de amostragem in vivo adequada para mensurar
e monitorar as concentracdes livres de farmacos e substancias enddégenas em
fluidos biolégicos (DE LA PENA, LIU e DERENDORF, 2000). Em estudos
farmacocinéticos, a utilizagdo desta técnica minimiza muitos dos problemas
associados aos métodos convencionais de amostragem que medem as
concentracgdes totais dos farmacos (BENVENISTE e HUTTEMEIER, 1990).

A avaliagdo da influéncia da infeccdo maldrica sobre os parametros
farmacocinéticos da quinina pode ser realizada através da indugcédo experimental da
doenca em animais. Em roedores, o Plasmodium berghei provoca o
desenvolvimento de patologia semelhante a obtida pelo Plamodium falciparum em
humanos, sendo geralmente utilizado como modelo experimental de malaria in vivo
(CARTER e DIGGS, 1977).

Apesar da maior parasitemia e mortalidade obtidas quando se faz uso de
camundongos como animais testes para o estudo da doencga, em experimentos
farmacocinéticos, que requerem grande volume sanguineo, a utilizacdo destes
roedores torna-se inapropriada. Nesse caso, a utilizagcdo de ratos infectados por
Plasmodium berghei é crucial para a realizagdo dos estudos (DOW, REYNOLDSON
e THOMPSON, 1999). Porém, os protocolos de infec¢gao desses animais nédo estao
bem esclarecidos na literatura, evidenciando a necessidade de seu

desenvolvimento.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver modelo de malaria experimental em ratos Wistar e avaliar a

influéncia da infecgcao no perfil farmacocinético e na distribui¢ao tecidual da quinina.

2.2. Objetivos Especificos

+ Desenvolver protocolo de infeccdo de ratos Wistar por Plasmodium berghei e

testar a adequabilidade da metodologia proposta;

¢ Estabelecer a dose efetiva da quinina no modelo de infecgcdo experimental

desenvolvido;

¢ Adaptar e validar metodologia analitica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para quantificagdo da quinina em amostras biolégicas (plasma e

dialisado);

+ Determinar as concentragdes plasmaticas totais de quinina apos administracao
oral do farmaco a ratos Wistar sadios e infectados por Plasmodium berghei bem
como a penetracdo em tecido muscular e hepatico, através de microdialise, e

comparar os parametros farmacocinéticos obtidos nas duas situacoes.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Malaria

3.1.1 Epidemiologia

Apesar de muito antiga, a malaria continua sendo um dos principais
problemas de satde publica mundial (BRAGA e FONTES, 2000; OMS, 2005). E a
doenga responsavel pela maior mortalidade associada a infec¢gdes parasitarias
(CAMARGO, 2003). De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2005),
estima-se que a malaria cause anualmente mais de 300 milhdes de casos agudos e
que ocorram aproximadamente um milhdo de mortes ao ano em decorréncia da
infeccdo. A doenca mata duas vezes mais que a SIDA e muito mais que qualquer
outra doenga infecciosa. Esta presente em mais de 90 paises (Figura 1), sendo que
os mais comprometidos sdo a india, o Brasil, o Afeganistdo e os paises africanos e
asiaticos, incluindo a China (CAMARGO, 2003).

Figura 1. Distribuicdo da malaria no mundo. Adaptado de OMS (2005).
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No Brasil, a doenga cresceu de 300 a 400 % na ultima década. Cerca de 450
mil casos s&o relatados todos os anos. Aproximadamente metade deles séo
causados pelo Plasmodium vivax e os outros 50 % pelo Plasmodium falciparum. A
regido Amazénica conta com mais de 95 % dos casos. Esta incidéncia aumentada
deve-se, ao menos em parte, ao aumento da migragéo para o local (MARQUES e
GUTIERRES, 1994; FUNASA, 2002).

3.1.2. Biologia do Parasita

Os parasitas causadores de malaria pertencem ao filo Apicomplexa, familia
Plasmodiidae e ao género Plasmodium. Sao conhecidas cerca de 150 espécies
causadoras da malaria em diferentes hospedeiros vertebrados. Destas, apenas
quatro espécies parasitam o homem: falciparum, vivax, malariae e ovale (BRAGA e
FONTES, 2000; OMS, 2005).

O mosquito fémea do género Anopheles € o hospedeiro definitivo e vetor dos
plasmédios, enquanto que o homem caracteriza-se como sendo o hospedeiro
intermediario (OMS, 2005). O ciclo heteroxénico do Plasmodium (Figura 2) ocorre
em duas fases: a fase sexual, também chamada de esporogonia, que ocorre no

Anopheles e a fase assexual, denominada esquizogonia, que ocorre no homem.

O Plasmodium falciparum tem um ciclo eritrocitario de 48 horas no homem e
produz a malaria tergd maligna (febre recidiva de 3 em 3 dias). O Plasmodium vivax
também possui um ciclo eritrocitario de 48 horas e produz a malaria ter¢ad benigna,
assim denominada por ser de menor gravidade e raramente fatal. O Plasmodium
ovale tem um ciclo eritrocitario de 48 horas e um estagio exoeritrocitario, causando
uma forma rara de malaria. O Plasmodium malariae, causador da malaria quarta,
possui ciclo eritrocitario de 72 horas e ndo possui ciclo exoeritrocitario (BRAGA e
FONTES, 2000; RANG, DALE e RITTER, 2001).
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Figura 2. Ciclo vital do Plasmodium e local de agdo dos farmacos antimalaricos. 1a) Entrada do
esporozoito no hepatécito; 2a) e 3a) Desenvolvimento do esquizonte; 4) Ruptura do
hepatécito liberando merozoitos; 5) Entrada do merozoito no eritrécito; 6) Trofozoito na
hemacia; 7 e 8) Desenvolvimento do esquizonte no eritrécito; 9) Ruptura do eritrécito
liberando merozoitos; 10, 11 e 12) Penetragdo de merozoitos em outros eritrécitos e
desenvolvimento dos gametdcitos masculino e feminino; 1b Hipnozoito (forma em repouso
hepatica do parasita); 2b e 3b) Crescimento e multiplicagdo dos hipnozoitos. A: Farmacos
que afetam os hipnozoitos exoeritrocitarios (cura radical de P. vivax e P. ovale); B:
Bloqueio da ligagdo entre os ciclos exoeritrocitario e eritrocitario (farmacos utilizados na
quimioprofilaxia); C: Esquizonticidas sanglineos (tratamento do ataque agudo); D
Farmacos que impedem a transmissdo. Esquema de autoria da Farmacéutica Gabriela
Cristina da Rosa.

3.1.3. Patogenia da Malaria

Os sintomas da doenga aparecem cerca de 9 a 14 dias apods a picada do
mosquito vetor (OMS, 2005). Apenas o ciclo eritrocitario € responsavel pelas
manifestagdes clinicas e patolégicas da malaria, que inicialmente incluem mal-estar,
cefaléia, cansago e mialgia. Quando ocorre a ruptura das hemaceas, ao final da
esquizogonia, ocorrem calafrios e sudorose, que precede a fase febril, onde o
paciente pode chegar a uma temperatura corporea de 41 °C ou mais (BRAGA e
FONTES, 2000).

13



Os merozoitos, ao serem liberados na circulagdo sangiinea, ligam-se aos
residuos sialicos das moléculas de glicoforina localizadas na superficie das
hemaceas através de uma molécula do parasita semelhante a lecitina. Dentro das
hemaceas, multiplicam-se em vacuolos digestivos ligados a membrana, hidrolisando
hemoglobina através de enzimas secretadas, que incluem polimerase heme,
formando a hemozoina ou pigmento malarico que caracteriza a coloragéo escura do
baco e figado de individuos infectados (ROBINS, COTRAN e KUMAR, 1995). As
hemaceas, apresentando alteragdes na sua superficie como protusdes ou
saliéncias, podem aderir-se ao endotélio capilar, provocando o fendmeno de
citoaderéncia. Este fendmeno pode provocar dificuldade ou impedimento do fluxo
sanguineo, que se for extenso e em 6rgao importante, tal como cérebro, provocara
congestdo, edema, anoxia, necrose local, levando o paciente a morte (BRAGA E
FONTES, 2000).

As alteracbes morfolégicas e funcionais observadas no individuo com malaria
sdo consequéncias da destruicdo dos eritrocitos e consequente liberagdo dos
parasitas e de seus metabdlitos na circulagdo, da toxicidade resultante da liberagcao
de citocinas, do sequestro dos eritrécitos parasitados na rede capilar, no caso
especifico do Plasmodium falciparum e da lesdo capilar por decomposicdo de

imunocomplexos, no caso do Plasmodium malariae (BRAGA e FONTES, 2000).

Em linhas gerais as manifestagbes clinicas na malaria incluem anemia,
hemorragias, hipoglicemia, acidose metabdlica, disturbios hepaticos, renais e
pulmonares e pode induzir até mesmo ao coma (ROBINS, COTRAN e KUMAR,
1995).

A gravidade e as manifestagdes caracteristicas da doenga sdo governadas
pela espécie infestante, pela magnitude da parasitemia, pelos efeitos metabdlicos do

parasita e pelas citocinas liberadas em decorréncia da infeccado (KROGSTAD, 1997).
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3.1.4. Tratamento da Malaria

O tratamento da malaria visa a interrup¢gdo da esquizogonia sanguinea,
responsavel pela patogenia e manifestagdes clinicas da infecgdo. Entretanto, pela
diversidade do seu ciclo bioldgico, é também objetivo da terapéutica proporcionar a
erradicacao de formas latentes do parasita no ciclo tecidual (hipnozoitos), evitando
assim as recaidas tardias. Além disso, a abordagem terapéutica de pacientes
residentes em areas endémicas pode visar a interrupcao da transmissao, pelo uso

de farmacos que eliminem as formas sexuadas do parasita (OMS, 2005).

A profilaxia e a quimioterapia da malaria tornaram-se mais complexas e
menos satisfatorias, principalmente em razdo da crescente resisténcia do
Plasmodium falciparum aos farmacos antimalaricos. O ataque agudo da doenga
exige tratamento imediato com esquizonticida de agdo rapida. A cloroquina é o
farmaco de primeira escolha para malaria vivax. Em caso de malaria falciparum,
recorre-se a quinina associada a doxiciclina e/ou clindamicina, a mefloquina e
derivados de artemisinina. O uso imediato da quinina i.v. (dose de ataque 20 mg/kg),
como esquizonticida de agdo rapida nas formas graves de malaria de cepas
multirresistentes, pode salvar vidas (TRACY e WEBSTER, 1996; WINSTANLEY,
2000).

Logo apds a sua introducdo na terapéutica, as sulfonamidas demonstraram
possuir atividade antimalarica. As sulfonas também demonstraram ser eficazes e a
primeira experiéncia com a dapsona foi feita contra o Plasmodium falciparum em
1943. Deu-se pouca atengdo aos dados entdo obtidos, devido a superioridade dos
outros farmacos, mas o interesse atual de sua utilizacdo tem origem na associacao
com a pirimetamina, contra cepas resistentes de Plasmodium falciparum. Quando
se investigou a atividade antimalarica de antibidticos, as tetraciclinas e o
cloranfenicol foram experimentados clinicamente e, embora sua agdo como
esquizonticida seja lenta, sua atividade contra parasitas malaricos resistentes tem-se
mostrado util (TRACY e WEBSTER, 1996).
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Devido ao aumento da resisténcia aos farmacos antimalaricos, € necessario

que se desenvolvam novas estratégias de tratamento (BROWN, 1992).

O albendazol, um antiparasitario utilizado no tratamento de infecgbes por
nematédeos e em giardiase, teve sua atividade in vitro demonstrada contra
Plasmodium falciparum por Dieckmann-Schuppert e Franklin (1989). Baseando-se
nesses estudos in vitro, a atividade in vivo do albendazol foi testada por Dow,
Reynoldson e Thompson (1998) em ratos e camundongos infectados por
Plasmodium berghei. O farmaco foi administrado oralmente em suspensao aquosa
em dose de 100 e 200 mg/kg/dia. Sua eficacia foi avaliada através do
monitoramento da parasitemia. O antiparasitario se mostrou eficiente na reducao da
parasitemia em ratos (97%), porém ndao em camundongos. Segundo os autores,
esta atividade antimalarica in vivo levanta a possibilidade do uso do albendazol na
clinica para tratamento da malaria. No entanto, sabe-se que ratos sdo mais
resistentes ao parasita, levando a cura espontanea, o que poderia explicar a eficacia
do farmaco observada nesses animais. A auséncia de grupo controle no estudo

com ratos dificulta a avaliacao da real eficacia do farmaco.

Certas espécies de plantas da familia Simaroubaceae sao utilizadas,
principalmente em paises africanos, no tratamento contra a malaria (KIM et al.,
2000). No Brasil, algumas plantas desta familia foram estudadas com promissores
resultados. Entre elas, incluem-se plantas do género Pothomorphe. Essas plantas,
abundantes na regido Amazénica, sao indicadas popularmente para a supressao
dos sintomas clinicos da malaria (CRUZ, 1985). Usando testes in vivo, Amorim e
colaboradores (1988) demonstraram a eficacia do tratamento com administracéao
oral e subcutanea de extratos etandlicos preparados com folhas de Pothomorphe

umbellata.

Outra alternativa para aumentar o arsenal terapéutico contra a doenca ¢é a
sintese de farmacos. Ram e colaboradores (2000) sintetizaram chalconas e
bischalconas oxigenadas e avaliaram sua atividade antimalarica contra Plasmodium

berghei cloroquina-sensivel e cloroquina-resistente. Dos 12 compostos obtidos por
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diferentes rotas sintéticas, 5 apresentaram atividade antimalarica significativa em

parasitas sensiveis a cloroquina na dose de 100 mg/kg.

Outras estratégias de tratamento tém sido propostas na literatura
(WILAIRATANA et al., 2002), porém, devido ao baixo investimento das industrias
farmacéuticas na obtengdo de medicamentos contra a malaria, outras alternativas de
controle da disseminacdo da doenca tém tomado importancia, dentre as quais

destaca-se a adocao de medidas profilaticas e de medidas de controle.

3.1.5. Profilaxia da Malaria

Como nao se dispde de farmaco profilatico causal para a malaria, a acao
esquizonticida sanguinea de alguns antimalaricos tem sido usada como forma de
prevenir as suas manifestagdes clinicas. Entretanto, a progressiva extensdo da
resisténcia e o potencial de toxicidade dos antimalaricos disponiveis, fizeram com
que a quimioprofilaxia da malaria passasse a representar um tema polémico nos
ultimos anos. No Brasil, a politica adotada atualmente baseia-se apenas nas
medidas de protecao individual. Como medida de curto prazo, a quimioprofilaxia
pode ser recomendada apenas para viajantes internacionais e grupos especiais. O
Unico farmaco que pode ser usado como profilatico no Brasil € a mefloquina, que
deve ser iniciada uma semana antes do deslocamento para o local de destino e
interrompida apds quatro semanas do regresso a area de origem (BRAGA e
FONTES, 2000; OMS, 2005).

Com base no conhecimento da imunidade naturalmente adquirida, muito se
tem feito no sentido de identificar antigenos do parasita que seriam responsaveis
pela inducdo da imunidade protetora através de vacinas. A busca de vacinas
eficazes tem sido realizada através de estudos com as muitas formas evolutivas do

parasita, como esporozoitos (proteina CS, principal antigeno da superficie dos
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esporozoitos), as formas hepaticas, as formas assexuadas eritrociticas (MSP,
antigenos majoritarios na superficie dos merozoitos e RESA, o antigeno de
superficie de eritrécitos infectados com trofozoitos jovens) e os gametdcitos.
Algumas dessas vacinas foram testadas em voluntarios humanos com resultados
promissores, porém, a dependéncia de altas doses de imundgeno as torna
impraticaveis para a vacinacdo em massa. Além disso, ndo se sabe exatamente
qual a extensao dos efeitos protetores observados (BRAGA e FONTES, 2000).

3.1.6. Medidas de Controle da Malaria

As medidas de controle da malaria objetivam evitar a mortalidade e reduzir a
morbidade, assim como as perdas econOmicas e sociais causadas pela doenca.
Incluem medidas de protegcédo individual (como a utilizagdo de repelentes e
mosquiteiros em areas que contém o mosquito vetor da doencga) e medidas de
protecao coletiva (controle e combate do vetor, combate as larvas, medidas de
saneamento basico e medidas para melhorar as condi¢ées de vida da populagao)
(OPAS, 2000).

Considerando-se o numero alarmante de casos de malaria no mundo,
percebe-se que controlar a transmissdo da malaria nos paises em desenvolvimento
continua sendo um grande desafio e um projeto a longo prazo. Sendo assim,
objetivando implementar uma bem-sucedida estratégia de controle da malaria, a
Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS, 2000) juntamente com a
Organizagdo Mundial da Saude, criou um movimento social denominado “Iniciativa
Fazer Retroceder a Malaria”, durante a Conferéncia Ministerial de Amsterda
realizada em outubro de 1992. Integram este movimento os paises cuja prevaléncia
de malaria é elevada. Esta estratégia visa prevenir a mortalidade e aliviar as perdas
sociais e econdmicas produzidas pela doenca, através do fortalecimento dos niveis
regionais e locais de atencao a saude. Os objetivos devem ser alcangados através

de diagndstico precoce e tratamento imediato dos casos, uso de medidas seletivas
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contra vetores, deteccdo oportuna de epidemias e avaliagdo regular da situacéo

local da malaria.

Desde 1993, o Brasil vem colocando em pratica a estratégia global de
controle integrado. Através da implementacdo desta estratégia, observou-se um
decréscimo de 62 % no numero total de mortes registradas no Brasil de 1994 a 1998
(OPAS, 2000). Baseando-se nos bons resultados obtidos na Regido Amazénica do
Plano de Intensificagdo das Agbdes de Controle da Malaria (PIACM), foi criado, em
2002, o Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM) na perspectiva de
manter a malaria em niveis aceitaveis no Pais. O programa propde-se a fornecer as
diretrizes para os governos federal, estadual e municipal e em parceria com a
sociedade organizada, desenvolver as atividades necessarias para o controle da
doenga (SVS/MS, 2003). Com esse objetivo, a Secretaria de Vigilancia Sanitaria
implantou, no ano de 2003, o Sistema de Informacao de Vigilancia Epidemiolégica
de Malaria (SIVEP-Maléria), visando melhorar o fluxo, a qualidade e a oportunidade
de informacdes entre os municipios e estados. Esse sistema permite a entrada e
analise de dados por meio da internet, o que possibilita agilidade na analise das
informacgdes epidemioldgicas para a adogdo de medidas de controle adequadas e
oportunas (SVS/MS, 2005).

3.2. Modelos de Infecgao Experimental de Malaria

Os modelos de infec¢ao experimental em animais sao descritos na literatura e
tém sua importancia reconhecida pelo papel fundamental que exercem nos estudos
de eficacia e avaliagdo de farmacos. Muito do conhecimento sobre a malaria
provém da descoberta e do uso de modelos animais (LANDAU e CHABAUD, 1994).
Entretanto, a falta de protocolos claros para a pratica deste tipo de estudo € uma
grande dificuldade.
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As pesquisas envolvendo farmacos antimalaricos, novas estratégias de
tratamento e elucida¢des das caracteristicas da malaria exigem o estabelecimento
de modelos animais compativeis com os objetivos dos experimentos a serem
realizados e com a infra-estrutura laboratorial disponivel. =~ Segundo Fagundes e
Taha (2004), faz-se necessario o conhecimento dos fenédmenos envolvidos na

infeccao destes animais, bem como sua relagdo com a doenga em humanos.

O Plasmodium berghei € uma das espécies de parasitas que infectam
mamiferos, a excegdo de humanos. Roedores infectados com este parasita sdo um
modelo pratico para o estudo de malaria, pois essa espécie fornece analogias
estruturais, fisiolégicas e de ciclo de vida com as espécies que provocam a doenca
em humanos e outros primatas (CARTER e DIGGS, 1977).

Desde a descoberta do parasita Plasmodium berghei, o modelo de
experimentacao de roedores tem sido empregado como uma ferramenta util para os
estudos de farmacos antimalaricos (FERREIRA-DA-CRUZ et al., 2000).

Seres humanos picados pelo mosquito infectado com esporozoitos em suas
glandulas salivares representam o curso natural da malaria, além das transfusdes
sangulineas e infecgbes congénitas. No entanto, para a infecgdo experimental, esse
método ndo é usado, porque seria impossivel estimar o numero de esporozoitos
introduzidos no animal de experimentacdo, e dessa forma, padronizar os
experimentos. Para a infecgdo experimental, esporozoitos das glandulas salivares
do mosquito infectado séo coletados e injetados nesses animais por diferentes vias.
Outra forma de infeccdo é a inoculacdo de hemaceas retiradas de roedores
parasitados (VANDERBERG, 1975 apud MATSOUKA et al., 2002)".

O curso da infeccdo normalmente € monitorado pela andlise do sangue

infectado através de esfregagos de laminas coradas com corante Giemsa (MONS et

' VANDERBERG, J.P. Development of infectivity by the Plasmodium berghei sporozoite. Journal of
Parasitology, v. 61, p. 43-50, 1975 apud MATSOUKA, H. et al. A rodent malaria, Plasmodium berghei,
is experimentally transmitted to mice by merely probing of infective mosquito, Anopheles stephensi.
Parasitology International, v. 51, n. 1, p. 17-23, 2002.
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al., 1985; MANSOR et al., 1990). Sao observadas 3 fases durante o estagio
sanguineo da infeccdo (MONS et al., 1985):

v Primeira fase: tanto em ratos como em camundongos, observa-se uma
multiplicagdo média do parasita de 10 x por ciclo assexual (24 horas). Ao final desta

fase, 0 animal atinge uma parasitemia de 1 % a 3 %;

v/ Segunda fase: apds a primeira fase, a razdo da multiplicagdo do parasita
decresce brevemente como resultado da escassez de reticuldcitos. Nesta fase, a
percentagem de células infectadas aumenta significativamente. Os eritrocitos
invadidos com mais de dois parasitas ndo permitem seu desenvolvimento normal,

por isso ocorre um decréscimo na razdo da multiplicacéo nesta fase;

v Terceira fase: depois da fase da queda da multiplicacdo do parasita, a
parasitemia pode aumentar como resultado da invaséo de outras células sanguineas
vermelhas ou como resultado da producio de reticuldcitos pelo hospedeiro. Esta
fase de infeccao € menos previsivel por uma série de fatores, dentre os quais
destacam-se a porcentagem de reticulécitos, a presenga do elevado numero de
eritrocitos invadidos, as complicagdes cerebrais e outras complicagdes patologicas e

imunoldgicas.

O modelo induzido de doenca, em que a condicdo a ser investigada é
induzida experimentalmente, como na infeccdo maléarica, é a unica categoria de
modelos animais que teoricamente permite a escolha livre de espécies (FAGUNDES

e TAHA, 2004).

Normalmente, para a avaliagao pré-clinica de farmacos antimalaricos, faz-se
uso de camundongos como animais de experimentagao, por serem mais suscetiveis
a infeccédo por Plasmodium e por desenvolverem uma infecgdo fulminante com alta
parasitemia e mortalidade (JANSE et al, 1994). Porém, em experimentos

farmacocinéticos que requerem grande volume sanguineo ou quando sao testadas
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algumas classes de farmacos, o uso de camundongos como modelos animais torna-
se impraticavel ou inapropriado (DOW, REYNOLDSON e THOMPSON, 1998 e
1999).

Os estudos com Plasmodium em ratos podem ser realizados com diversas
espécies. Sabe-se que as diferentes espécies apresentam susceptibilidade
diferenciada a infeccdo (VREDEN et al., 1995), bem como a idade desses animais
pode interferir no curso da doenca. Ratos idosos sao relativamente refratarios a
infecgdo por Plasmodium berghei (CARTER e DIGGS, 1977), desenvolvendo baixa
parasitemia (DOW, REYNOLDSON e THOMPSON, 1998).

Baseando-se nessas diferencas, Dow e colaboradores (1999) avaliaram o
curso da infecgao em ratos de diferentes linhagens e idades. Ratos de 4-5 semanas
receberam intraperitonealmente 2x10° hemaceas parasitadas com Plasmodium
berghei e os resultados da parasitemia foram comparados com ratos Wistar de 13
semanas, para se avaliar a influéncia da idade dos animais no curso da infeccéao
provocada pelo parasita. A parasitemia foi determinada por esfregago de sangue e
andlise das hemaceas coradas. A Tabela 1 mostra os resultados dos experimentos

realizados.

Pode-se observar que, reduzindo-se a idade dos animais, a infec¢ao foi mais
fulminante. Este efeito pode ser indesejavel porque o uso de animais jovens reduz o
tempo dos experimentos em estudos farmacocinéticos (devido ao pequeno
tamanho); e também porque as sequelas neurolégicas sdo mais comuns em animais

jovens, o que pode prejudicar alguns experimentos (KAMIYAMA et al., 1987).

Em experimentos envolvendo relacdo dose-efeito de farmacos, no entanto,
faz-se necessaria infeccao fulminante com elevada parasitemia, uma vez que a
avaliagdo do efeito dos farmacos é dada pela reducdo da mesma. Nesses
experimentos, opta-se pela utilizagdo de animais jovens, que sao mais susceptiveis

a infecgao por Plasmodium berghei.
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Tabela 1. Suscetibilidade das diferentes espécies de ratos a infecgdo por
Plasmodium berghei *

Espécie® Parasitemia (%)" Mortalidade (%)°  Sinais neuroldgicos
Wistar 13 semanas 1,3-5,2 (5-7) 0 Nao
(n=10)

Wistar 5 semanas 7-67 (8-14) 30 (7, 14, 15) Nao
(n=10)

Sprague-Dawley 11-74 (7-14) 60 (12,13,14) Nao
(n=5)

WKY (n=5) 20-47 (12) 0 Nao
WEF (n=10) Nao calculada 70 (6,6,6,6,6,7,9) Sim
PVG/c (n=5) 69-91 (14-20) 20 (19) Nao
F344 (n=4) 25-53 (14-20) 0 Nao
LEW/SSN (n=5) 52-74 (14-16) 60 (15,16, 16) Nao
LOU/M (n=5) N&o calculada 80 (5,5,5,5) Sim

* Tabela adaptada de Dow, Reynoldson e Thompson (1999).

@ Espécie do rato e, entre parénteses, o numero de animais testados. Os animais sem referéncia
tem 4-5 semanas de idade.

® Maiores picos de parasitemia e, entre parénteses, o dia em que ocorreram.

¢ Mortalidade e seus respectivos dias entre parénteses.

Baseando-se nos resultados demonstrados na Tabela 1, os autores
concluiram que ratos LEW/SSN de 4-5 semanas infectados por Plasmodium berghei
podem ser usados como modelos de infeccdo experimental in vivo, por
desenvolverem elevada parasitemia em periodo de tempo adequado (14-16 dias) e
nao apresentarem sinais neuroldgicos. No entanto, nenhuma das espécies testadas

apresentou mortalidade de 100 % apds a inducao do processo infeccioso.

Devido a variabilidade interespécies, para o sucesso dos experimentos que
utilizam modelos de malaria experimental, € fundamental a validagcado dos mesmos
com farmacos antimalaricos convencionais, antes de sua utilizacdo para avaliar a
farmacodinamica e farmacocinética de outros compostos. Nos estudos de Dow e
colaboradores (1999), a avaliagdo da adequabilidade da infecgao de ratos LEW/SSN
de 4-5 semanas foi realizada através da administragdo oral de cloroquina em
diferentes dosagens. Os animais se curaram quando receberam doses de 6 e 30

mg/kg/dia.
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Com a linhagem Fischer F344, Pierrot e colaboradores (2003), demonstraram
infecgdo fulminante em 16 + 3 dias apds a inoculacdo intraperitoneal de 10’
eritrécitos parasitados em ratos de 4 semanas. Testando o mesmo tamanho de
indculo, foi observada diminuicdo da mortalidade em funcdo da idade dos animais.
Os animais de 6 semanas apresentaram 90 % de mortalidade e os de 8 e 12

semanas, 0 % de mortalidade (n = 5-7 animais/grupo).

Esses dois estudos (DOW, REYNOLDSON e THOMPSON, 1999; PIERROT
et al., 2003), evidenciam a influéncia da idade e também do tamanho do inéculo no

curso da infeccao malarica experimental.

Considerando a elevada utilizacao de ratos Wistar e a disponibilidade desta
espécie no Brasil, aliada a falta de protocolos claros de inducdo experimental de
malaria, fica evidenciada a necessidade de desenvolvimento de metodologia de

infeccao malarica experimental nesta espécie de animal.

3.3. Quinina

3.3.1. Quimica

A quinina é o principal alcaléide da cinchona, a casca da arvore da quina. Sua
descoberta data do final do século XVI e inicio do século XVII, durante a conquista
do Império Inca pelos espanhdis na regido do Peru. Teve seu primeiro registro
escrito em um livro religioso em 1633 e publicado na Espanha em 1639. O primeiro
reconhecimento oficial da cinchona foi feito em 1677, quando foi incluida numa
edigdo da London Pharmacopoeia como “Cortex Peruanus” (TRACY e WEBSTER,
1996).
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Em 1820, os quimicos franceses Joseph Pelletire e Joseph Caventou
isolaram a quinina da cinchona, identificando-a como um alcaldide e a partir de
entdo, seu uso cresceu rapidamente. Embora tenha sido sintetizada por Woodward
e Doering em 1945, o processo de sintese € complexo e sua obtencdo ainda é
totalmente de fontes naturais (TRACY e WEBSTER, 1996).

Quimicamente, a quinina (Figura 3) € denominada (8-o,,9R)-6’-metoxicinchon-
9-ol, apresentando peso molar de 324,42 e férmula molecular de CyoH24N20;
(SMITH, 2001). E formada por um grupo quinolina ligado através de um &lcool
secundario a um anel de quinuclidina. Possui uma cadeia lateral metdxi ligada ao
anel quinolina e um grupo vinil ligado a quinuclidina. A quinina e a quinidina
possuem a mesma estrutura, exceto pela configuragdo espacial do grupo alcool
secundario (quinidina C8R; C9S e quinina C8S; C9R) (TRACY e WEBSTER, 1996;
FOLEY e TILLEY, 1998).

H
H,C7
N
HO
H

H,CO N

/

N

Figura 3. Formula estrutural da quinina (SMITH, 2001).

A quinina apresenta-se como um po cristalino branco inodoro, possuindo um
intenso sabor amargo (FULLERTON, 1998). E fotossensivel e apresenta
caracteristicas fluorescentes. Um grama dissolve em 1900 mL de agua, em 0,8 mL
de alcool e em 1,2 mL de cloroférmio (SMITH, 2001). O cloridrato de quinina, sal da
quinina utilizado para administragdo intravenosa, € soluvel em agua e em alcool, ja o
sulfato de quinina, é fracamente soluvel em agua (BRITISH PHARMACOPOEIA,
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1999). A quinina assume dois valores de pka: 5,07 e 9,7 (SMITH, 2001) e, em

condi¢des fisiolégicas, encontra-se monoprotonada (FOLLEY e TILLEY, 1998).

Na tentativa de descrever o efeito parasiticida da quinina e possibilitar a
otimizagao da terapia, ha necessidade de se conhecer melhor sua farmacocinética e
descrever seu efeito farmacodinamico em funcdo das concentracbes plasmaticas
flutuantes. A avaliacdo da penetracédo tecidual dos farmacos antimalaricos, bem
como a determinagdo precisa de parametros farmacocinéticos em individuos
infectados é de fundamental importancia para garantir o uso mais racional destes
farmacos, uma vez que poucas alternativas terapéuticas tém sido propostas
(HASTINGS e D’ALESSANDRO, 2000).

3.3.2. Propriedades Farmacodinamicas da Quinina

A quinina atua primariamente como esquizonticida sanguineo, exercendo
pouco efeito sobre os esporozoitos ou as formas pré-eritrocitarias dos parasitas da
malaria (TRACY e WEBSTER, 1996; RANG, DALE e RITTER, 2001). O alcaléide é
também gametocida para Plasmodium vivax e Plasmodium malariae, mas ndo para
Plasmodium falciparum (TRACY e WEBSTER, 1996).

A quinina é lipofilica e associa-se especificamente com o polipeptidio apoA-1
e circula pelo sangue ligada as lipoproteinas de alta densidade (HDL), sendo
transportada pelo soro através dessas lipoproteinas. Os eritrécitos utilizam-se das
particulas de HDL circulantes para obtencao de lipidios; dessa forma, a ligagao da
quinina com apoA-1 pode facilitar sua entrada nos eritrécitos parasitados (FOLEY e
TILLEY, 1997).

As lipoproteinas de alta densidade interagem com a banda 7.2b da proteina

de membrana eritrocitica estomatina, que esta envolvida no transporte de cations.
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Dessa forma, ocorre a transferéncia de fosfolipidios e de farmacos lipofilicos (como a
quinina e mefloquina) para o eritrocito. Uma série de translocases e proteinas de
transferéncia de lipideos estdo envolvidas na transferéncia dessas moléculas
hidrofébicas para o parasita da malaria (Figura 4) (FOLEY e TILLEY, 1998).

Apo-A1

I‘rnleina de
ligagéio ap HOL ~Translocase

-
Yaciiolo
parasitoforo

Figura 4. Mecanismo de entrada da quinina para os eritrocitos e transferéncia para o
vacuolo parasitoforo. Adaptado de Foley e Tilley (1997).

Inicialmente, postulava-se que a quinina atuava por intercalagdo no DNA do
parasita, inibindo a incorporacdo de nucleotideos pela enzima polimerase. Dessa
forma, ocorreria inibicdo na sintese protéica, acarretando na morte do parasita
(DYKE et al., 1969; LANTZ e DYKE, 1971).

Porém, o mecanismo de acdo da quinina ainda ndo é bem elucidado. Muitas
hipéteses consideram que a destruicdo do parasita seja em decorréncia de sua
localizagdo no vacuolo digestivo, de sua interacdo com a polimerizagdo ou
detoxificacdo do heme e de sua associagdo com a hemozoina (BACHHAWAT et al.,
2000).

O parasita intra-eritrocitario ingere o citosol da hemacia que contém

hemoglobina. A degradacé&o da hemoglobina por proteases no vacuolo do parasita
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fornece os aminoacidos para sua sintese protéica, bem como gera sub-produtos
toxicos do heme como a ferriprotoporfirina IX que é convertida em B-hematina. O
parasita protege-se contra a toxicidade da hematina através de sua polimerizagéo
em um composto insoluvel denominado hemozoina (BACHHAWAT et al., 2000;
FITCH, 2004). A hemozoina € um ion férrico contendo porfirina (heme) conjugado
com proteinas oriundas da degradagado parcial da globina (BRAGA e FONTES,
2000).

A acdo dos farmacos antimalaricos como a quinina seria baseada na sua
capacidade de ligagcdo com mondmeros da hematina, impedindo sua polimerizagéo
para formacao da hemozoina. O aumento da concentracado desses residuos téxicos
no vacuolo ocasionaria ruptura da membrana e conseqliente morte do parasita
(BACHHAWAT et al., 2000; HYDE, 2002; PORTELA et al., 2003; FITCH, 2004).

Esta hipétese do mecanismo de acao da quinina foi proposta em 1980 por
Chou e colaboradores e ¢é a hipotese atualmente aceita. Segundo os
pesquisadores, a hematina satisfaz todos requisitos como provavel receptora de
farmacos antimalaricos como a cloroquina e a quinina. O residuo toxico formaria

complexos com os nitrogénios basicos desses farmacos (BACHHAWAT et al., 2000).

3.3.3. Propriedades Farmacocinéticas da Quinina

Os parametros farmacocinéticos da quinina para humanos e para animais de
experimentacao relatados na literatura sdo conflitantes. Sua farmacocinética sofre
influéncia de varios fatores, dentre os quais a infeccado malarica parece ser a mais
relevante em decorréncia das alteracdes que provoca no processo de metabolizacao

do farmaco.
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Em voluntarios sadios, a quinina é rapidamente absorvida por via oral ou
intramuscular, tendo biodisponibilidade de cerca de 80 %. Possui meia-vida média
de cerca de 11 horas e ligagao as proteinas plasmaticas de 80 a 90 %. Seu volume
de distribuicdo aparente é de cerca de 2 L/kg, sendo extensamente metabolizada no
figado (TRACY e WEBSTER, 1996). A quinina é eliminada quase exclusivamente
por metabolismo hepatico, apresentando baixa extracdo com capacidade limitada e
ligacdo a proteina sensivel. E metabolizada por oxidagéo no citocromo P450 3A4
em quatro metabdlitos primarios e cerca de 11 secundarios (ROY et al., 2002).
Apenas 10 % é excretado de forma inalterada na urina (TAVARES, 1996; TRACY e
WEBSTER, 1996). 14 % da dose é excretada na urina na forma do seu principal
metabdlito, a 3-hidroxiquinina (MIRGHANI, ORJAN e GUSTAFSSON, 1998).

Em humanos, seu perfil farmacocinético segue o modelo de 2 compartimentos
sendo sua farmacocinética linear (BABALOLA et al., 1997), com uma fase de
distribuicdo rapida que gera picos de concentragao plasmaticas em 1 a 3 horas apos
sua administracdo oral. As concentragdes terapéuticas situam-se na faixa de 8-15
ug/mL. Apds sua absorgdo, atinge elevada concentragédo em todos os liquidos e
tecidos organicos, inclusive no interior das hemacias, onde alcanga cerca de 1/3 a
1/2 da concentragao plasmatica (TAVARES, 1996; TRACY e WEBSTER, 1996).

A quinina n&o se acumula no organismo com a administragdo continuada. A
velocidade de excregao renal dobra com a acidificagdo da urina em relagéo a urina
alcalina. Atravessa a placenta, sendo encontrada em concentragdes relativamente
altas no corddo umbilical. E também excretada no leite materno, atingindo
concentracbes de aproximadamente 1/3 da concentragdo presente no plasma
materno (TAVARES, 1996).

Informacbes a respeito da farmacocinética deste farmaco a partir de
voluntarios sadios podem levar a conclusdes errbneas, pois as concentragoes
plasmaticas sdo mais elevadas em presenca da infecgao malarica aguda (DAVIS et
al., 1988; BABALOLA et al., 1998; ROGER et al., 2002) como pode ser observado

na Figura 5.
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Concentragao Plasmatica de QN (ug/mL)

Tempo (h)

Figura 5. Perfil plasmatico médio obtido apés administragdo oral de dicloridrato de
quinina (10 mg/kg) a pacientes em fase aguda de malaria (°) e apds
recuperacao (e). Adaptado de Babalola e colaboradores (1998).

As alteracgdes significativas na farmacocinética da quinina s&o observadas em
funcdo da patologia. O volume de distribuicdo e o clearence diminuem, havendo
relatos de que o tempo de meia-vida (t12) € a area sob a curva (ASC) aumentam
conforme a gravidade da doenga (WHITE et al., 1982; DAVIS et al., 1988; TRACY e
WEBSTER, 1996; BABALOLA et al., 1998). Um dos fatores aparentemente
responsaveis por tais alteragdes € que o figado, principal sitio de metabolizagdo da
quinina, é também um dos alvos da infecgdo pelo Plasmodium. O acumulo de
hemozoina neste 6rgéao parece estar relacionado, principalmente, com a cronicidade
da doenca e ndo com a parasitemia. Além disso, a deposicdo de produtos de
degradacédo do heme no tecido hepatico parece conduzir a diminuicdo do acumulo
de quinina no 6rgéo, levando a reducdo no clearence (Cl). Propde-se que
alteragbes patoldgicas decorrentes da malaria, como o aumento de globulinas as
quais o farmaco se liga, sejam responsaveis pela diminuigdo no volume de
distribuigdo (MANSOR, WARD e EDWARDS, 1991).
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A farmacocinética da quinina também pode variar em fungdo da idade.
Wanwimolruk e colaboradores (1991) avaliaram o efeito da idade de voluntarios
sadios jovens (n = 12) e idosos (n = 8) nos parametros farmacocinéticos do farmaco
apos administracao de dose unica de 600 mg por via oral. Nao houve diferenga na
concentragao plasmatica maxima (Cnax) € no tempo para atingir esta concentragéo
(tmax). No entanto, observaram redugao significativa no clearance dos voluntarios
idosos (0,062 L.h.kg™") em relacdo aos voluntarios jovens (0,084 L.h.kg”'). Essa
reducdo no clearance resultou em significativo aumento no ti, no grupo de
voluntarios idosos (de 10,5 + 1,6 h para 18,4 + 5,7 h), demonstrando uma debilidade
no processo de eliminagdo desse grupo de individuos. A excregdo urinaria da
quinina na forma inalterada foi significativamente menor nos individuos jovens em

relagéo aos idosos (de 11,2 + 2,5 % para 16,6 £ 3,7 %).

Davis e colaboradores (1988), investigando o potencial de toxicidade da
administragdo rapida de quinina via i.v., observaram diminuicdo significativa no
volume de distribuicdo (Vd) de pacientes com malaria cerebral (n = 7). Baseados
nesses resultados, sugeriram que a administracédo da dose terapéutica padrdo para
a via intravenosa resultaria em concentracdes téxicas em individuos com malaria

severa.

Em ratos, sao relatados tq, que variam de 0,8 a 15,9 h e clearance de 0,062 a
10,98 L.h.kg”" (WATARI, WAKAMATSU E KANENIWA, 1989; MANSOR, WARD e
EDWARDS, 1991; WANWIMOLRUK et al., 1993). Também existem relatos de
parédmetros farmacocinéticos da quinina em camundongos e coelhos (HASAN,
HASSAN e RAWASHDEH, 1990; PUSSARD et al, 2003). Segundo Watari e
colaboradores (1989), o perfil farmacocinético da quinina em ratos apoés
administragéo pela via intravenosa também segue o modelo de dois compartimentos

com farmacocinética linear nas doses de 5 a 20 mg/kg.

A Tabela 2 sumariza os parametros farmacocinéticos encontrados na
literatura para a quinina tanto em humanos como em animais de experimentacao

sadios e infectados.
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Tabela 2. Parametros farmacocinéticos relatados na literatura para a quinina em humanos e animais de experimentagao sadios e infectados.

= Via de El Ay 1 .
Populagao n administracdo Dose Cmax (Mg.mL") tmax (h) ti2(h) Cl (L.h".kg") vd (L.kg™) Referéncia
Voé‘;’;‘;rsm - v.o. - - 10-3,0 11 ; 2,0 (Vdapwene)  |Tracy e Webster, 1996
Voé‘;’g;‘;sm 8 v.0. 300 mg sal (sulfato)| 2,60 + 0,99 2,0 7,02+£1,72 0,15 + 0,09 (CIf) * 1,43+ 0,78 (Vdarea) Roy et al., 2002
Voluntarios Viriyayudhakorn et al.,

Sadios 8 Vv.0. 600 mg sal (sulfato) 5,0+0,3 24+0,9 12,5+ 3,1 0,096 + 0,023 (CI/f) - 2000
Voluntarios Wanwimolruk et al.,
Sadios Jovens 12 v.0. 600 mg sal (sulfato) - - 10,5+ 1,6 0,084 (Cl/f) - 1991
Voluntarios Wanwimolruk et al.,
Sadios Idosos 8 v.0. 600 mg sal (sulfato) - - 18,4 £57 0,062 (Cl/f) - 1991
Pacientes com 10 ma sal/k
Malaria Nao- 6 v.0. 'mg g 5,27 £2,45 3,6+2,19 11,73+ 3,6 0,11+ 0,04 (CIf) * 1,84 +0,87 Babalola et al., 1998
C . (dicloridrato)
omplicada
Pacientes com iv 10 mg sal/kg
I\éalarlq Nao- 11-13 (infuséo de 4 a 8 h) (dicloridrato) - - 16+£7,0 0,08 £ 0,03 (Cligtal) 1,67 £0,34 White et al., 1982
omplicada
Pacientes com i.v. 10 mg sal/kg " .
Malaria Cerebral 18-25 (infusdo de 4 a 8 h) (dicloridrato) ) B 18,2+9,7 0,05+ 0,02 (Clowa) 1,180,337 White et al., 1982
Pacient 4 g sallkg 0,17 £ 0,1 (Vd )
aclientes com . dicloridrato _ _ _ _ ) Ty, comp. central ;
Maléria Cerebral 7 I-v. bolus 1 h(apés infusdo d)e 3 0,74 £ 0,3 (Vdiotal) Davis et al., 1988
horas de 16 mg/kg
Ratos Wistar 50 mg sal/kg Mansor, Ward e
Sadios 6 v-0. (dicloridrato) - 1.0 15.9+5.9 1,38 £ 0,65 (CIf) 289+10,3 Edwards, 1991
5 mg/kg: 10,98 + 0,67 * 5 mg/kg: 7,22 £ 0,50
. 10 mg/kg: 8,94 + 1,02 * 10 mg/kg: 5,11+ 0,41 .
Raté’: d‘ﬁ':tar 6-7/grupo i.v. bolus fs)éﬂ/gg'; }Slgré?a’t‘(‘g - - - 15 mglkg: 9.24 + 0,61 * | 15 mg/kg: 6,03 + 0,28 Waézrr:é\r’]\{fv';aq"g;%“ e
20 mg/kg: 9,12 + 1,09 * 20 mg/kg: 6,11+ 0,39 ’
(Cltotal) (VdSS)
Ratos Wistar . Wanwimolruk et al.,
Sadios 6 i.v. bolus 25 mg/kg - - 0,8+0,3 6,9+1,6 7,7+3,0 1993
Camundongos . 80 mg base/kg g ~ . .
Sadios 8 i.p. (cloridrato) 8,6 (5,0-10,7) |0,25(0,25-0,5)| 1,0%£0,3 5,27 + 1,08 (Clff) 7,34 £ 1,83 (Vd/f) Pussard et al., 2003
Camundongos 80 ma base/k
com Malaria 8 i.p. 9 9 9,1 (6,0-15,0) | 0,5(0,25-0,5) 36+1,0 2,54 £ 1,11 (Cl/ff) * 7,94 2,25 (Vd/f) * Pussard et al., 2003
= . (cloridrato)
N&o-Complicada
Camundongos 80 ma base/k
com Malaria 8 i.p. (clogridrato) 9 15,0 (10,0-20,5) | 0,38 (0,25-0,5) | 3,2+0,6 1,64 £ 0,63 (Cl/f) * 5,61+ 1,57 (Vd/f) * Pussard et al., 2003
Grave
Coelhos Sadios - iv. 10 mg/kg - - 1,22 +£0,55 14,36 + 3,58 14,57 + 3,58 Hasan et al., 1990

Cmax = Concentragdo maxima; tms = tempo para atingir Cn; ti2 = tempo de meia-vida; Cl =

Vdss = Volume de distribuigdo no steady-steate; f = biodiponibilidade. (* Valores normalizados)

clearance; Vd = Volume

de distribuicio;



3.3.4. Resisténcia a Quinina

O primeiro relato de resisténcia a quinina ocorreu em 1910, 278 anos apés
sua introdugdo como farmaco antimalarico. Embora existam relatos do
aparecimento de resisténcia no Brasil ha 100 anos atras, observacgdes clinicas
surgiram somente em meados dos anos 60. Atualmente, a resisténcia clinica da
monoterapia com quinina ocorre esporadicamente no sudeste da Asia e oeste da
Oceania. Dados de experimentos in vitro indicam que a resisténcia € menos
freqliente na América do Sul e na Africa. O uso difundido da quinina na Tailandia no
inicio dos anos 80, devido ao aparecimento de resisténcia a sulfadoxima-
pirimetamina, resultou na diminuicao da sensibilidade desse farmaco, fazendo com
que seu uso neste pais fosse reservado a casos de malaria severa
(WONGSRICHANALAI et al., 2002).

A resisténcia do protozoario Plasmodium falciparum a quinina parece estar
associada a uma mutagao ocorrida no gene pfindr1, localizado no cromossomo 5 e
codificador da proteina homodloga da glicoproteina P. Nesse gene ocorre
substituicdo do acido aspartico do cédon 86 por uma tirosina. Outras mutagdes
também estdo associadas ao gene pfindr1 e podem ser relacionadas a resisténcia
contra a quinina. Através de modificagbes estruturais, a proteina mutante nao
permite a entrada da quinina no vacuolo digestivo, diminuindo, dessa forma, a
sensibilidade do parasita ao farmaco (WONGSRICHANALAI et al., 2002).

3.3.5. Terapéutica da Quinina

A quinina foi relegada a farmaco de segunda escolha quando a cloroquina foi
introduzida, mas, com o surgimento e disseminagao da resisténcia a cloroquina, a

quinina novamente adquiriu importancia terapéutica (RANG, DALE e RITTER, 2001).
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E o farmaco de escolha para o tratamento da crise clinica aguda por
Plasmodium falciparum resistente a cloroquina, administrada por via oral em
associacdo com outros farmacos ou isoladamente como o diidrocloridrato ou
gluconato, se for necessaria a administracao parenteral. Nao é usada para
quimioprofilaxia (RANG, DALE e RITTER, 2001; FOLEY e TILLEY, 1997).

O sal de quinina mais comumente utilizado é o sulfato, disponivel em
comprimidos como Plasquinin® (Cristalia), Quinina® (Eurofarma), IVB-Quinina® (Inst.
Vital Brasil) e Sulfato de Quinina® (Labratério Quimico Farmacéutico do Exército)
(ANVISA, 2005). Quando administrado isoladamente, a dose oral habitual de sulfato
de quinina para adultos é de 650 mg, trés vezes ao dia, durante 7 a 10 dias. Este
esquema pode ser reduzido para 3 a 7 dias quando a quinina € administrada
juntamente com outros antimalaricos (TRACY e WEBSTER, 1996). A administracao
retal também é uma forma de facilitar a aceitabilidade do farmaco, especialmente
entre criangas (PAROLA e MILLER, 2002).

Sua administracdo deve ser, preferencialmente, por via oral. A infusdo
intravenosa € reservada para situag¢des criticas, como a malaria grave ou cerebral.
Um esquema posoldgico adequado para adultos consiste numa dose de ataque de
20 mg/kg em 300 a 500 mL de solugdo salina infundidos nas primeiras 4 horas,
seguidos de 10 mg/kg na forma de infusdo de 4 horas de duracéo, a cada 8 horas
(WHITE et al., 1982).

3.4. Microdialise

A microdialise (MD) é uma técnica de amostragem in vivo adequada para
mensurar e monitorar as concentragdes livres de farmacos e substancias endégenas
em fluidos bioldgicos (DE LA PENA, LIU e DERENDORF, 2000).
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A técnica consiste em mimetizar a fungdo de um capilar sanguineo,
perfundindo-se uma sonda de didlise implantada no tecido com um liquido
fisiolégico. Um gradiente de concentracao é criado causando difusdo da substéncia
de interesse do espaco intersticial para dentro da membrana da sonda de MD
(BENVENISTE e HUTTEMEIER, 1990). O dialisado ¢ analisado quimicamente e
reflete a composigdo do fluido extracelular no tempo (DE LA PENA, LIU e
DERENDORF, 2000).

Em estudos farmacocinéticos, a utilizacao desta técnica minimiza muitos dos
problemas associados com métodos convencionais de amostragem, que medem as
concentracdes totais do farmaco. Com a MD, determina-se a concentracdo da
fracao livre do farmaco, que é a responsavel pela agao terapéutica; isso porque é
considerada uma técnica “limpa” de amostragem in vivo, permitindo a coleta do

fluido extracelular com a exclusao de macromoléculas (WEISS e LUNTE, 2000).

Além da pureza das amostras e pequena lesao tecidual que causa, a MD
possibilita o monitoramento simultdneo, no mesmo animal, de mais de um tecido ou
orgao, além de possibilitar a avaliagcido concomitante de mais de uma substancia no
mesmo local ou em diferentes locais do organismo do mesmo animal (JOHANSEN,
NEWMAN e MADDEN, 1997).

N&o existem limitagbes quanto ao numero de amostras a serem retiradas,
uma vez que, pela aplicagdo da técnica, nao ha perda do fluido corpéreo (DE LA
PENA, LIU e DERENDORF, 2000), diferentemente das técnicas convencionais que
envolvem a coleta dos fluidos, limitando o niumero de amostra, especialmente em
pequenos animais (WEISS e LUNTE, 2000).

Uma das dificuldades encontradas na técnica é a determinacdo da
capacidade de recuperacido da membrana, uma vez que esta é influenciada por
muitos fatores, dentre os quais cita-se o fluxo de perfusdo, a area superficial da
membrana, a temperatura e as propriedades do liquido de perfusdo e do farmaco
sob investigacdo (BENVENISTE e HUTTEMEIER, 1990).
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O fluxo de perfusdo deve ser estabelecido preliminarmente. Fluxos muito
altos podem romper os tecidos, enquanto fluxos muito lentos podem remover
grandes quantidades do soluto de interesse no local analisado, provocando
mudancas extremas nos processos fisioldgicos locais. Geralmente se trabalha com
uma faixa de fluxo que varia de 1 a 5 uL/min. Também devem ser considerados o pH
e isotonicidade do liquido de perfusdo, que devem mimetizar os liquidos intersticiais
(DAVIES, 1999).

3.4.1. Calibragao das Sondas de Microdialise

A MD trabalha em condicao sink, ndo permitindo o equilibrio entre os meios
externo e interno. Obtém-se a condigcao sink pela renovagao constante do liquido
perfundido através da membrana. Desta forma, a concentragdo do farmaco
dialisado representa uma fracdo da concentracdo livre no espacgo extracelular.
Consequentemente, o conhecimento da recuperacéao relativa das sondas de MD é
um pré-requisito para o calculo das concentracdes extracelulares do farmaco no
tecido (DE LA PENA, LIU e DERENDORF, 2000).

A recuperagao relativa é definida como a fragdo da concentragdo do
composto de interesse no dialisado e pode ser determinada in vitro ou in vivo
(BENVENISTE e HUTTEMEIER, 1990).

3.4.1.1. Recuperacgao in vitro
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A recuperacdo das sondas de microdidlise in vitro normalmente é
determinada através da técnica de recuperagcdo por ganho ou por perda. Na
primeira técnica, a sonda € inserida em um recipiente contendo uma solucao de
concentracdo conhecida da substancia a ser quantificada, sob temperatura e
agitagdo controlada. O liquido de perfusdo é entdo irrigado continuamente na
sonda. O dialisado € quantificado, determinado-se a taxa de ganho do farmaco pela

sonda através da Equacao 1:

RRgan: %"a' (1)

onde RRgyan € a recuperagao relativa por ganho da sonda; Cga € a concentragéo da
substancia no dialisado, e Ci, € a concentragdo da substancia no recipiente (WEISS
e LUNTE, 2000).

Na recuperagao por perda, a sonda € inserida em recipiente contendo solugao
sem o farmaco e ocorre perfusdo de um liquido com concentragao conhecida do

mesmo. A taxa de recuperacio por perda é calculada pela Equacéo 2:

Cin' Cdial

In

RR (2)

onde RRyer € a recuperacgéo relativa por perda da sonda; Cga € @ concentracdo da
substancia apos a passagem pelo meio e Cj, € a concentragao da substancia no
liquido de perfusao (WEISS e LUNTE, 2000).
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3.4.1.2. Recuperagao in vivo

Devido a diferenca da matriz onde se encontra o farmaco, Benveniste e
colaboradores (1989) demonstraram que a recuperacgao relativa in vitro ndao € uma
estimativa confiavel da recuperacéo in vivo. Nos 6érgao ou tecidos, a tortuosidade, o
transporte microvascular e a eliminacao ativa do farmaco através do metabolismo
podem alterar o transporte do farmaco do meio intersticial para a sonda de MD.
Devido a essa complexidade da matriz bioldgica, a recuperagao in vivo € geralmente

menor, ou, N0 Maximo, igual aquela observada in vitro.

Esta diferenca torna-se ainda maior quando o tecido ou 6rgao avaliado possui
qualquer tipo de patologia, que pode alterar de modo substancial as caracteristicas

teciduais e o aporte de substancias para a biofase sob investigagao (DINIZ, 2000).

Devido a diferenca na recuperacdo das membranas in vitro e in vivo, ha
necessidade de se avaliar a capacidade de recuperacao das mesmas sob condicées
similares aquelas onde serdo utilizadas, em cada desenho experimental
(BENVENISTE e HUTTEMEIER, 1990).

A recuperacéao das sondas in vivo de compostos exdgenos usualmente é feita
através da técnica de retrodialise ou do método do fluxo liquido zero (ELMQUIST e
SAWCHUK, 1997).

Na técnica de retrodialise, o liquido de perfusdo contém uma concentracao
conhecida do farmaco ou de um analogo (calibrador) e essa concentragao € nula no
liquido intersticial. Nesse método, assume-se que a taxa de perda do farmaco é
igual a taxa de ganho (ELMQUIST e SAWCHUK, 1997). Ou seja, admite-se que a
difuséo é bidirecional e linear (STENKEN, 1999). A determinagéo da recuperagéao é

feita pela Equacéo 2.
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No método referido como método do fluxo liquido zero (no net flux)
desenvolvido por Lénnroth e colaboradores (1987), a recuperagdo das sondas in
vivo € estimada através da perfusdo do soluto de interesse em diversas
concentragdes, mantendo-se a concentragcdo extracelular in vivo constante. Esta
situacdo é obtida pela administracdo do farmaco sob a forma de infusdo continua,
que garanta concentragdes constantes (steady state) no plasma e nos tecidos. Apos
obtido o steady state, perfunde-se a sonda de MD com solugdes contendo diferentes
concentragbes do farmaco de interesse. No momento em que n&o ocorrer
transporte de liquido (fluxo liquido zero), a concentragdao do perfundido sera igual a
do dialisado refletindo a concentragao livre intersticial do farmaco. A estimativa do
fluxo liquido zero por regressdo linear gera uma reta (concentragdo recuperada
menos concentragéo no liquido de perfusdo x concentragao no liquido de perfusao),

cuja inclinagao representa a recuperagao relativa da membrana.

O valor real das concentragdes teciduais livres € obtido pela correcdo dos
dados obtidos utilizando-se a técnica de microdialise com a taxa de recuperacéo de

cada membrana usada nos experimentos.

3.4.2. Microdialise em Tecido Hepatico e Muscular

Embora a técnica de microdialise tenha sido inicialmente utilizada na
neurociéncia para quantificacdo de neurotransmissores diretamente no sistema
nervoso central, rapidamente teve sua utilizacdo ampliada a estudos
farmacocinéticos, monitorando concentragdes de farmacos em outros 6rgaos e
tecidos, dentre os quais cita-se os tecidos muscular e adiposo, o figado, os pulmdes,
os rins, o trato gastrintestinal, a glandula adrenal e o sangue (BENVENISTE e
HUTTEMEIER, 1990).
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Kurata e colaboradores (1993) usaram a técnica de microdialise para
quantificar antipirina em figado e sangue de ratos. Foram implantadas sondas no
tecido hepatico e na veia jugular direita. Apds administragcdo de 50 mg/kg de
antipirina pela via intraperitoneal, a concentragdo do farmaco no dialisado hepatico e
sangulineo foi comparada com a concentragao observada no sangue coletado pela
veia jugular esquerda. Os autores nao observaram diferenga significativa no tempo
de eliminagdo do farmaco no sangue coletado, dialisado hepatico e dialisado
sanguineo concluindo que a técnica de microdialise é adequada para quantificagéo

dos niveis de antipirina no fluido extracelular hepatico.

A utilizacdo da microdialise para monitorar concentracbes hepaticas de
farmacos poderia ser considerada inadequada, uma vez que a presencga da sonda
no figado poderia alterar o metabolismo e, consequientemente, a farmacocinética do
farmaco em estudo (DE LA PENA, LIU e DERENDOR, 2000).

Davies e colaboradores (1995) estudaram o dano tecidual causado pela
insercdo da sonda de microdialise no figado através de exames histoldgicos.
Avaliaram os tipos de sonda, bem como as técnicas de implantagdo. Com a
utilizacdo de uma sonda linear de silica fundida, observaram os menores danos
teciduais por um periodo de 48 horas. Infiltracdo de células inflamatodrias,
predominantemente leucdcitos polimorfonucleares (PMNs) foi evidenciada proximo
ao local de insercao em aproximadamente 8 horas. Apods 18 horas, além de PMNSs,
observaram a presenca de muitos macrofagos. Em 48 horas, ainda havia presenga
de infiltrado inflamatdrio. Apds 12 horas do inicio do experimento, evidenciaram o

aparecimento de células necréticas no local da implantagao.

Mediante as alteragdes causadas pela insercdo das sondas, poderiam ocorrer
alteragdes no metabolismo dos farmacos. Stenken e colaboradores (1997)
avaliaram a possibilidade de mudangas na recuperacdo pela implantacido das
sondas de microdialise em figado de ratos através da avaliagdo da inibicdo dos
processos metabdlicos. Fenacetina e antipirina foram utilizadas como substancias a

serem quantificadas. A inibicdo do metabolismo desses farmacos foi avaliada
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através da administragdo i.v. bolus de um substrato suicida do citocromo P450 (1-
aminobenzotriazol - 1-ABT). O 1-ABT inibiu o metabolismo de 90 % da fenacetina.
Ndo houve diferenga estatistica na recuperacdo da fenacetina através da
microdialise no figado dos animais controle e dos animais com inibicao induzida do
metabolismo, demonstrando que a microdidlise hepatica ndo altera a

farmacocinética da substancia sob investigagao.

A MD em tecido muscular é utilizada para determinacido de substancias
enddégenas como glicerol e lactato (YANG et al., 1995 apud DE LA PENA, LIU e
DERENDORF, 2000)? e substancias exdgenas como antibiéticos (DALLA COSTA et
al., 1998; DINIZ, 2000; JOUKHADAR et al, 2001; TEGEDER et al., 2002;
BELLMANN et al., 2004) e outros farmacos como L-dopa, 3-O-metildopa (DELEU et
al., 1991) e diclofenaco (MULLER et al., 1997).

Os estudos em musculatura esquelética sao realizados tanto em tecido sadio
como em tecido comprometido por um processo inflamatério gerado de uma
infecgdo. A inflamag&o pode acarretar no aumento do fluxo sanguineo tecidual com
0 aumento da permeabilidade dos vasos, em alteragdes no pH local e no conteudo
do fluido intersticial (WARREN, 1997). Além disso, individuos com
comprometimento tecidual decorrente do processo infeccioso apresentam
modificagdes no metabolismo protéico e balango liquido (LIPMAN et al., 2001).
Todas essas alteragdes fisiopatolégicas podem interferir na distribuigdo tecidual de

farmacos.

No choque séptico, situacdo em que ocorre alteracdo na permeabilidade
capilar, observa-se um extravasamento das proteinas plasmaticas para o espaco
extravascular no tecido, ocasionando alteracbes hemodindmicas teciduais.
Joukhadar e colaboradores (2001) investigaram, através da técnica de MD, as

concentracdes teciduais de piperacilina em musculo de individuos septicémicos

2 YANG, W. P. et al. Effects of daily voluntary running on in vivo insulin action in rat skeletal muscle
and adipose tissue as determined by the microdialysis technique. Int. J. Sports Med, v. 16, n. 2, p. 99-
104, 1995 apud DE LA PENA, A.: LIU, P.; DERENDORF, H. Microdialysis in Peripheral Tissue.
Advanced Drug Delivery Reviews, v. 45, p. 189-216, 2000.
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obtidas apdés administragéo pela via i.v. de 4 g do B-lactamico. Observaram uma
reducao nas concentragdes teciduais em relagdo a fragdo livre plasmatica nos
individuos com sepse em relagao aos sadios (n = 6/grupo), demonstrando redugéo
da fracdo farmacologicamente ativa da piperacilina nesses individuos. Essas
modificagdes poderiam influenciar a resposta clinica do tratamento com o

antimicrobiano.

Concentragbes subinibitérias também foram relatadas em musculatura
esquelética de pacientes com infecgbes graves (n = 6) em relacdo a individuos
sadios apos administracdo do antimicrobiano imipenem pela via intravenosa
(TEGEDER et al., 2002).

O estudo da penetragéo de levofloxacino 500 mg i.v. em tecido adiposo sadio
e em tecido muscular inflamado foi realizado por Bellmann e colaboradores (2004).
Utilizando a técnica de MD, os pesquisadores nao observando diferengca na
penetracao tecidual no tecido inflamado comparado com o tecido adiposo utilizado
como referéncia. Estes resultados podem ser atribuidos ao pequeno numero de
individuos (n = 6) e a alta variabilidade interindividual, que resultou em coeficientes

de variag&o de cerca de 80 % para ASCiecido/ ASCplasma-

A utilizagdo da técnica de MD para a quinina limita-se ao estudo de suas
interacdbes com os niveis de neurotransmissores (MIRANDA et al, 2000;
TREESUKOSOL et al., 2003), ndo sendo relatada na literatura sua utilizagdo em
tecidos periféricos.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

¢ Cloridrato de quinina (Sigma®, St Louis, USA);

+ Difosfato de cloroquina (Galena, Sdo Paulo, BR)

¢ Corante Giemsa (Merck®, Schuchardt, Alemanha);

¢ Cloreto de sédio p.a. (Merck®, Schuchardt, Alemanha);

¢ Solugéo de Ringer (BENVENISTE e HUTTEMEIER, 1990):

Cloreto de sédio (Merck®)..........cocoeu.e.... 8,702 g
Cloreto de calcio (Reagen®).........c............ 225 mg
Cloreto de potassio (Reagen®).................. 298 mg
Agua destilada q.5.p.....cccceveveveireeereen. 1000 mL

¢ Agua tamponada (NEVES, 2000):

® Fosfato de sodio bibasico (QM®, ACS).................. 11,866 g
Agua destilada §.S.P...ccveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1000 mL

Fosfato de potassio monobasico (Nuclear®).......... 9,073 g
Agua destilada §.S.P....ceverieeieeeee e 1000 mL

(®72,5mL: ® 27,5 mL)

¢ Acido fosférico (Merck®, Schuchardt, Alemanha);
¢ Acido tricloroacético (Merck®, Schuchardt, Alemanha);

¢ Carbamato de etila - Urethane® (Acros Organics, New Jersey, USA);
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¢ Eter etilico (Nuclear®);

¢ Tetrahidrofurano p.a. (Merck®, Schuchardt, Alemanha);

¢ Trietilamina p.s. (Merck®, Schuchardt, Alemanha);

¢ Heparina sddica 5.000 Ul/mL (Liquemine®, Roche);

¢ Acetonitrila grau CLAE (Omnisolv®, Gibbstownn, USA);

¢ Metanol grau CLAE (Omnisolv®, Gibbstownn, USA);

¢ Camara de Neubauer (Herka®, Alemanha);

¢ Sonda descartavel uretral siliconizada numero 4 (Mark Med®);
¢ Filtros Centrifree® (Millipore®);

¢ Membranas de filtragédo hidrofilica HV em PVDF de 0,45 um de poro e 47 mm de

diametro (Millipore®);

¢ Sonda para microdialise CMA/20 BAS (CMA/Microdialysis AB) com membrana
de policarbonato de porosidade de 20.000 Daltons e 4 mm de comprimento de

membrana.

4.2. Equipamentos

¢ Termoémetro Clinico Digital TH 186 (Pro Check®);
¢ Agitador de tubos Mod. 251 Fanem;

¢ Centrifuga refrigerada 5417 R Eppendorf;

+ Centrifuga refrigerada Sigma 4K15;

¢ Potencidbmetro Micronal B 374;
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¢ Ultra-som (Transsonic 460, Elma®);

+ Equipamento para microdialise composto de:

Bomba MD-1020 Bee Hive Controller, Médulo para seringa MD-1001 Baby Bee
Syringe Drive e seringas MD-0050 500 uL Bee Stinger Gastight Syringes (BAS);

¢+ Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) composto por:

Bomba LC-10ADVP, Controlador de Fluxo FCV-10ALVP, Controlador de
Sistema SCL-10AVP, Autoinjetor SIL-10ADVP, Detector de Fluorescéncia RF-
10AXL, Degaseificador DGU-14A e Software Shimadzu CLASS-VP (Versao
6.12).

¢ Coluna Waters uBondapak C18 (125 A 10um) 3,9 x 300 mm;

¢ Pré-coluna com material de enchimento uBondapak™ C18/Corasil (37-50 pm,

Waters, Millipore®);
¢ Programa Excel® v. 7.0 2000 (Microsoft® — USA);

¢ Programa de Regressao nao-linear Scientist® v. 2.0 (MicroMath®, Salt Lake City,
Utah, USA).

4.3. Animais

Os experimentos, aprovados pelo Comité de Etica da UFRGS sob numero
2003235 (Anexo 1), foram conduzidos em animais de laboratério convencionais
heterogénicos.  Foram utilizados ratos machos Wistar e camundongos Mus
domesticus domesticus fémeas, linhagem CF4, obtidos no Biotério da Divisdo de
Experimentagdo Animal (DPEA) do Departamento de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (DDCT) da Fundacédo Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude
(FEPPS).
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Previamente aos experimentos, os animais foram mantidos no Biotério da
Faculdade de Farmacia, com temperatura controlada (23 + 2°C) e ciclo claro/escuro
de 12 horas (07:00 — 19:00). Tiveram livre acesso a agua e alimentagcdo (ragédo
certificada Nuvilab CR1®), com excecdo dos grupos de animais que receberam o
farmaco pela via oral, que foram mantidos em jejum overnight. Todos os animais

foram mantidos em gaiolas com no maximo cinco animais.

Apds a contaminagdo com Plasmodium berghei, os animais foram mantidos
no laboratério de pesquisa, em condi¢coes de temperatura controlada e isolados dos

demais.

Ao término dos experimentos, os animais foram sacrificados por decapitacao
e o material bioldgico, devidamente acondicionado, foi destinado a coleta especial
pelo Departamento Municipal de Limpeza Urbana (DMLU).

As normas do Conselho Canadense de Protecdo aos Animais foram

seguidas, de acordo com as condig¢des laboratoriais (CCAC, 1993).

4.4. Cepa de Plasmodium berghei

A cepa de Plasmodium berghei ANKA foi originalmente cedida pelo
Laboratério de Pesquisas em Malaria da Fundacdo Instituto Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ, Rio de Janeiro — RJ), onde se encontrava criopreservada em nitrogénio
liquido. Para a ativagdo da cepa, a amostra de sangue foi descongelada a
temperatura ambiente e submetida a centrifugacdo a 400 g por 5 minutos.
Posteriormente, foi lavada com solugao salina até nao haver mais sinal de hemdlise

e foi ressuspensa em solugdo salina. Um volume de 200 yL da suspensao obtida foi
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inoculado pela via i.p. em camundongos receptores para a manutencao da cepa in

vivo?®.

4.5. Metodologia

4.5.1. Manutencgao da Cepa de Plasmodium berghei

A cepa de Plasmodium berghei foi mantida in vivo em camundongos fémeas
através de passagens sucessivas de sangue infectado. Semanalmente, 5 ul de
sangue coletado da por¢do terminal da cauda do camundongo doador foi
ressupenso em 1500 pyL de solucdo salina. Um volume de 500 e 1000 ul dessa
suspensao foi inoculado pela via intraperitoneal a dois camundongos receptores,

respectivamente.

4.5.2. Infeccao Experimental

A metodologia de infeccdo de ratos Wistar por Plasmodium berghei foi
desenvolvida adaptando-se protocolo de infecgdo descrito para camundongos. A
rotina da infecgdo dos ratos, objetivando obter 100 % de mortalidade, foi
estabelecida desde a fase de preparo do inéculo até a avaliagdo do processo

infeccioso.

% A ativacdo da cepa de Plasmodium berghei foi realizada pela Bolsista de Iniciagdo Cientifica Sabrina
Mioranzza.
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Foram testadas as melhores condi¢cdes de infecgdo experimental, avaliando-
se a influéncia da idade dos animais, do tamanho de in6culo de infecgao e da via de

inoculagao.

4.5.2.1. Preparo do Inéculo

O in6culo para a infecgdo dos ratos foi preparado a partir de sangue de
camundongos fémeas infectados. Inicialmente, o numero total de hemaceas do
camundongo foi determinado por contagem em camara de Neubauer (WAYNFORTH
e FLECKNELL, 1992). Através deste valor, o volume de sangue a ser coletado para
obtengdo de suspensdao de concentracdo adequada de hemaceas infectadas foi

determinado.

O sangue, coletado do camundongo doador por pungdo cardiaca apoés
anestesia com éter etilico, foi ressuspenso em solugéo salina e essa suspensao foi

administrada aos ratos.

4.5.2.2. Indugao do Processo Infeccioso

Um volume de 400 pL da suspensdo contendo hemaceas parasitadas por
Plasmodium berghei foi inoculado em ratos de diferentes idades (4, 5 e 10 semanas)
por diferentes vias (intravenosa e intraperitoneal). Foram testados os in6culos de
10°, 107 e 10® hemaceas parasitadas. A inoculacao intravenosa foi realizada pela

veia lateral caudal.
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Na Tabela 3 podem ser visualizados os experimentos realizados para
determinar as condi¢des ideais para obtengdo do processo infeccioso experimental
em ratos Wistar.

Tabela 3. Experimentos realizados para estabelecer as condi¢cdes ideais para o
processo infeccioso de ratos Wistar com Plasmodium berghei.

Idade Via de Numero de Inéculo
- . . Peso (g) (Hemaceas Infectadas
(semanas) | Inoculagao animais por Plasmodium berghs)

10 i.p. 4 182,2 £ 6,7 10°
4 i.p. 2 89,3+23 10°
4 i.p. 4 85,3+ 3,6 107
. i.p. 4 108,9 £ 5,4 10’

i.v. 4 108,5+5,3 107
. i.p. 6 98,5+7,6 108

iV, 6 94,8+8,6 108

4.5.2.3. Avaliagcao do Processo Infeccioso

O processo infeccioso foi avaliado pela determinagao da parasitemia. Através
de corte na porgao terminal da cauda do rato, foi realizada a colheita de uma gota de
sangue utilizada para fazer esfregaco em camada delgada em laminas de
microscopia. As hemaceas foram fixadas com metanol e coradas com corante
Giemsa (WILCOX, 1960). A porcentagem de hemaceas parasitadas foi determinada
por analise microscopica, utilizando aumento de 1000 X, apds contagem de

aproximadamente 500 eritrécitos.

O curso da infeccdo foi avaliado até a erradicagdao completa da malaria
experimental ou até a morte dos animais e a mortalidade foi monitorada durante um

periodo de 4 semanas apos a indugao do processo infeccioso.
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4.5.2.4. Afericdo da Temperatura Durante a Infecgao Experimental

Objetivando-se elucidar o ciclo de vida do protozoario Plasmodium berghei
em ratos, 0s animais de experimentacio, apresentando parasitemia em torno de 15
%, tiveram sua temperatura retal monitorada. A temperatura foi aferida a cada hora
por um periodo de 30 horas. Paralelo ao grupo de animais infectados (n = 5),
também foi realizada a afericdo em um grupo de animais controle (n = 3). A média
da temperatura obtida a cada hora para os animais controle e infectados foi

comparada pelo teste t de Student (o = 0,05).

4.5.3. Adequabilidade da Metodologia de Malaria Experimental

A adequabilidade do protocolo de infecgdo de ratos Wistar por Plasmodium
berghei desenvolvido foi avaliada pelo tratamento dos animais infectados com
cloroquina, farmaco antimalarico padrdo, em dose curativa (30 mg/kg/dia). Os
animais inoculados pela via i.v. com indculo de 10® hemaceas infectadas por
Plasmodium berghei foram divididos em dois grupos. O primeiro grupo (n = 7),
recebeu cloroquina oralmente como solucdo aquosa em duas doses diarias nos dias
7, 8 e 9 apdés a inoculagdo (DOW, REYNOLDSON e THOMPSON, 1999). O
segundo grupo serviu como controle (n = 3) e foi infectado nas mesmas condigdes,
porém nao recebeu tratamento com farmaco. A esse grupo de animais, foi
administrado volume equivalente de solugéo salina p.o. q12h no 7°, 8° e 9° dias de

infeccao.

A efetividade do tratamento foi monitorada diariamente pela determinacao da

parasitemia.
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4.5.4. Estabelecimento da Dose Efetiva de Quinina

Através dos experimentos farmacodinamicos, objetivou-se selecionar uma

dose efetiva da quinina para a realizagao dos experimentos farmacocinéticos.

Os animais inoculados com 10® hemaceas parasitadas via i.v. (n = 3-6/grupo)
receberam cloridrato de quinina oralmente como solugdo aquosa a cada 4 ou 8
horas nos dias 7, 8 e 9 apds a inoculacdo. Foram avaliadas as doses de QN de 10,
25, 50 e 250 mg/kg. Os tratamentos foram monitorados pela determinacdo da
parasitemia e os esquemas posoldgicos foram comparados com o tratamento com

cloroquina descrito em 4.5.3.

4.5.5. Metodologia Analitica para Quantificagdo da Quinina por CLAE

A concentragdo da quinina nas amostras biolégicas (plasma e dialisado) foi
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A metodologia utilizada
para a quantificagdo da quinina foi validada pela adaptacdo da metodologia descrita

por Mirghani e colaboradores (1998).

4.5.5.1. Condigoes Cromatograficas

A fase mével constituida de tampéao fosfato pH 2,2, acetonitrila, acido fosférico
1 M, tetrahidrofurano e trietilamina nas proporgbes 46:3:2:1:0,8 (v/v), teve 0 pHaparente
final ajustado a 2,7 com acido fosférico puro e foi utilizada num fluxo de 1 mL/min. A
deteccao por fluorimetria foi realizada com excitacdo e emissdo de 350 e 450 nm,

respectivamente.
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Apos o preparo, a fase mével foi filtrada em filtro de membrana Millipore® e

desgaseificada por 10 minutos com o auxilio de banho de ultra-som.

Para as analises das amostras de plasma, foi utilizado cromatoégrafo com
sensibilidade baixa, ganho de 4 vezes e resposta 3. 50 uL do plasma processado
foram injetados através de injecdo automatica. Para as amostras de dialisado, foi
utilizada sensibilidade média, ganho de 16 vezes e resposta 4 e, manualmente,

foram injetados 20 pyL de amostra.

4.5.5.2. Preparo da Curva Padrao e Controles de Qualidade em Plasma

Foram pesados, analiticamente, 15,1 mg de cloridrato de quinina e,
transferidos quantitativamente para baldo volumétrico de 25 mL. O volume do balao
foi completado com agua Milli-Q, e manteve-se a solugdo sob agitagdo por 15

minutos, obtendo-se concentracgéo final de 500 pg/mL de quinina base livre.

A partir desta solugédo, foram realizadas diluicbes obtendo-se solugdes de
concentracoes entre 1 e 125 pg/mL. Da diluicao correspondente, foram transferidos
10 pL para tubo contendo 90 uL de plasma, obtendo-se as concentragdes finais da
curva padréao: 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 € 12,5 pg/mL.

As amostras de controle de qualidade nas concentracbes de 0,9; 7,5 e 10

Mg/mL, foram preparadas similarmente, a partir de nova solugao-mae.

As amostras da curva padrao e de controle de qualidade foram submetidas a
vortex por 10 segundos e, posteriormente processadas conforme descrito em
455.3.
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4.5.5.3. Processamento das Amostras de Plasma

As amostras de plasma, adicionou-se 100 pL de &cido tricloroacético 5 % para
precipitar as proteinas plasmaticas presentes. Agitou-se por 10 segundos e a
mistura foi submetida a centrifugacdo a 12000 rpm por 10 minutos, a 25 °C. O

sobrenadante foi quantificado por CLAE.

4.5.5.4. Validagao da Metodologia Analitica por CLAE para Plasma

A metodologia analitica por CLAE para amostras de plasma foi validada
através da linearidade, precisao (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatidao e
limite de quantificacdo do método. Os pardmetros de performance analitica foram
avaliados através de curvas padrao e controles de qualidade de amostras de plasma
contendo concentragbes conhecidas de quinina, conforme descrito nas normas da
Food and Drug Administration (FDA, 2001).

A precisdo e exatiddo do método foram determinadas pela analise em
triplicata por trés dias consecutivos de trés diferentes concentragcbes de quinina (0,9;
7,5 e 10 yg/mL). A linearidade foi avaliada pela analise em ftriplicata de sete
concentragoes (0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 12,5 ug/mL) por trés dias consecutivos.
As curvas padrao foram obtidas pela andlise de regressdao dos minimos quadrados
considerando a area do pico da quinina em funcdo da concentragao tedrica. A
linearidade e desvio da linearidade das curvas padrao foram analisadas
estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA). Na especificidade do
método, avaliou-se a existéncia de picos interferentes no tempo de retencdo da

quinina.
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4.5.5.5. Validagao da Metodologia Analitica por CLAE para Dialisado

Conforme descrito no Guia de Validacdo de Métodos Bioanaliticos (FDA,
2001), a validacdo parcial de métodos € possivel quando sao realizadas
modificagdes em um método previamente validado. Dentre estas modificacdes, cita-

se a troca da matriz bioldgica.

Baseando-se na alteragdo da matriz de plasma para solugdo de Ringer, a
metodologia analitica por CLAE para amostras de dialisado foi validada através dos
parametros analiticos linearidade, repetibilidade, exatidao e limite de quantificagao

do método.

A precisdao e exatiddo do método foram determinadas pela analise em
triplicata das trés amostras de controle de qualidade preparadas em solugdo de
Ringer (17; 75 e 375 ng/mL). A linearidade foi avaliada pela analise em triplicata de
seis concentragdes de quinina preparadas em solugdo de Ringer (10; 25; 50; 100;
250 e 500 ng/mL) por um dia. As curvas padrao e linearidade foram obtidas e
analisadas da mesma maneira descrita na validagdo das amostras de plasma

descrita no item 4.5.5.4.

4.5.6. Teste de Estabilidade das Amostras Biolégicas

As amostras biolégicas foram avaliadas quanto a estabilidade em baixas
temperaturas, uma vez que, apos a coleta, permaneceram armazenadas até

quantificacao.

Quantidade conhecida de quinina foi adicionada a amostras de plasma,
obtendo-se concentragéo final de 5 uyg/mL. Apdés homogeneizagéo e centrifugagao,

o plasma foi armazenado em freezer —20 °C para subseqlientes analises por um
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periodo de 4 meses. Em diferentes dias (0, 6, 8, 21, 23, 48, 57, 76, 91, 96 e 119),
apos descongelamento, as amostras foram submetidas ao processamento descrito

em 4.5.3.3 e quantificacdo por CLAE.

Amostras de 100 ng/mL de quinina em solugdo de Ringer foram submetidas
ao mesmo teste, porém por periodo de 2 meses, com analise nos dias 0, 9, 15, 23,
29, 34, 36, 43,47, 56, 72 e 85.

No perfil cromatografico, foi avaliada a existéncia de picos adicionais aos
observados nas amostras bioldgicas, bem como a exatiddo obtida nos diferentes

dias de analise frente a curva padrao do dia.

4.5.7. Experimentos Farmacocinéticos

Os experimentos farmacocinéticos foram conduzidos em ratos machos Wistar
sadios e em ratos infectados por Plasmodium berghei, anestesiados com carbamato
de etila pela via intraperitoneal na dose de 1,25 g/kg com peso entre 115e 135g. O
perfil plasmatico da quinina em animais sadios e infectados em diferentes niveis
(baixa e alta parasitemia) foi determinado apos coleta de sangue em tempos pré-
determinados (n = 10 ratos/grupo). A distribuicao tecidual do farmaco no figado e
musculo foi avaliada, através da técnica de microdialise, em animais sadios e

infectados com alta parasitemia (n = 10 ratos/grupo).

4.5.7.1. Perfil Plasmatico

Os animais com baixa parasitemia (9,9 = 2,1 %) foram submetidos a avaliagéo

do perfil plasmatico apés 8,0 £ 0,7 dias de infecgao. Os animais com alta
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parasitemia (37,4 *+ 8,7 %) foram submetidos aos experimentos apds periodo de

12,10 + 0,88 dias da indugao do processo infeccioso.

Logo apds a verificagcdo completa da anestesia do animal, foi administrado
250 mg/kg de quinina pela via oral, através de gavagem, a animais sadios e

infectados com baixa e alta parasitemia, submetidos a jejum overnight.

Para determinar a biodisponibilidade do farmaco, foi administrado 50 mg/kg
de quinina em solugéo isoténica, via i.v. bolus a animais sadios (n = 10). O volume
maximo administrado foi de 2 e 1 mL para as vias oral e intravenosa,
respectivamente, respeitando os valores preconizados na literatura (WAYNFORTH e
FLECKNELL, 1992).

Foram coletadas amostras de sangue (+ 200 pL) pela veia lateral caudal
utilizando butterfly 27G previamente ambientado com solugdo fisiolégica
heparinizada. Os tempos de coleta foram de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240,
480, 720 e 1440 minutos para a via oral e de até 720 min para a via intravenosa.
ApoOs as coletas, as amostras de sangue acondicionadas em tubos de reagao
heparinizados, foram submetidas a centrifugacdo a 12000 rpm por 10 minutos em
temperatura ambiente. O plasma foi separado e congelado a -20 °C até o momento

do processamento (4.5.3.3) e analise.

4.5.7.2. Distribuigcao Tecidual

A técnica de microdialise foi utilizada para determinar as concentracoes livres
teciduais da quinina em figado e musculo de ratos sadios e infectados com alta
parasitemia (38,2 % + 12,6 %) apds administragdo oral do farmaco na dose de 250

mg/kg.
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Os animais, apos jejum overnight e anestesia, forma imobilizados na posi¢cao
supina e tiveram o figado e musculo expostos através de procedimento cirurgico. O
figado foi exposto apds incisdo de aproximadamente 2 cm abaixo do processo
xiféide. A sonda de microdialise foi diretamente inserida no lobo direito do 6rgao.
Na sequéncia, foi retirada a pele que recobre o musculo tibial-cranial da pata
posterior esquerda e a sonda de microdialise foi inserida no musculo com o auxilio
de uma cénula guia. Para evitar o ressecamento dos tecidos, os mesmos foram

cobertos com gaze embebida em solugéo salina a 0,9 %.

Para a coleta das amostras, as sondas de microdialise CMA/20 BAS foram
perfundidas com solugcédo de Ringer num fluxo de 1,0 uL/min, selecionado a partir de
estudos preliminares de determinacdo da recuperacao relativa das sondas in vitro
(4.5.7.21.).

Apods a administragdo da quinina, as amostras de dialisado foram coletadas a
cada 10 minutos no periodo inicial do experimento (30 min) e posteriormente a cada
30 minutos por um periodo de 12 h. O dialisado, que representa a concentragao
média do intervalo de tempo de coleta, foi determinado como a concentragao no
tempo médio deste intervalo. As amostras de dialisado foram congeladas a -20 °C

até o doseamento.

O lag-time devido ao volume morto entre o local de amostragem nos tecidos e
o local de coleta do dialisado foi calculado como sendo aproximadamente 30
segundos. Considerando este valor negligenciavel, ndo foi realizada correcdo nos

tempos de coleta.

Para que as concentracdes livres teciduais da quinina no liquido intersticial
pudessem ser estimadas corretamente através da concentracdo no dialisado, as
sondas de microdidlise tiveram seu desempenho avaliado previamente a cada
experimento através da determinagao da taxa de recuperagao in vitro. Para o tecido

muscular, foi utilizado fator de ajuste da recuperacgéo in vitrolin vivo.
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4.5.7.2.1. Recuperagao das Sondas de Microdialise in vitro

A recuperacao relativa das sondas de microdialise in vitro pelo método de
ganho foi determinada através da perfusao de diferentes fluxos (1,0; 1,5; 2,0 e 3,0
ML/min) de solucdo de Ringer. Foram avaliadas 4 sondas de microdialise que foram
imersas em solugéo de quinina em concentra¢des de 0,5 e 1 ug/mL a 37 °C. Cada
concentracao foi avaliada nos diferentes fluxos citados e, a cada mudanca de fluxo e
de concentracdo, foi deixado periodo de 20 minutos de estabilizacdo. Apods esse

periodo, trés coletas de 30 pL foram realizadas, sucessivamente.

A recuperacao relativa in vitro por ganho foi determinada pela Equacéo 1.

Também foram realizados estudos de recuperacao in vitro por perda, através
da perfuséo de solugao de quinina em Ringer na concentragéo de 1 ug/mL com fluxo
de 1,0 em 4 sondas de microdidlise imersas em solugdo de Ringer a 37 °C. As 3
coletas de 30 uL de dialisado também foram realizadas apés ambientagdo de 20

minutos. A recuperacao relativa in vitro por perda foi determinada pela Equacéo 2.

As amostras de dialisados, das solugdes perfundidas e das solucdes de
quinina contidas no recipiente para imersdo das sondas foram congeladas até

analise por CLAE.

Previamente a cada experimento com os animais, as sondas de microdialise
tiveram sua taxa de recuperacdo determinada in vitro por perda e o valor da

recuperacao foi utilizado para corrigir a concentragao real livre no tecido.
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4.5.7.2.2. Recuperacgao das Sondas de Microdialise in vivo

A calibragédo das sondas in vivo foi realizada pelo método de retrodidlise. As
sondas foram inseridas no figado e no musculo de animais sadios e em figado de
animais infectados (n = 4/tecido), conforme descrito em 4.5.7.2. As sondas foram
perfundidas com uma solugéo de quinina em Ringer na concentragéo de 1 ug/mL e
fluxo de 1,0 yL/min. Apds ambientacdo da sonda por uma hora, trés amostras
sucessivas de dialisado foram coletadas nos tempos 30, 60 e 90 minutos. As
amostras de dialisado e da solugédo perfundida foram congeladas até analise por
CLAE.

A recuperacéo relativa in vivo por retrodialise foi determinada pela Equacao 2
e a relacdo da recuperacdo in vitro/in vivo foi determinada para os tecidos

investigados.

4.5.7.3. Avaliagao dos Perfis Plasmatico e Tecidual da Quinina

Os perfis de concentracao plasmatica total e livre tecidual foram analisados
por modelos ndo-compartimentais e compartimentais, utilizando-se os programas de
computador Excel® v. 7.0 (Microsoft®) e Scientist® v. 2.0 (MicroMath®),

respectivamente.

4.5.7.3.1. Analise Nao Compartimental

Os parametros farmacocinéticos da quinina, abordagem ndao compartimental,
foram obtidos a partir do perfil plasmatico individual utilizando as equagdes descritas
por Gibaldi e Perrier (1982).
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A constante de velocidade de eliminacao (L) foi estimada pela inclinagdo da
fase terminal da curva log-linear da concentragédo plasmatica versus tempo. A partir

deste valor, foi estimado o valor do tempo de meia vida (t1,2) conforme Equagéo 3:

L 0693 @)

A area sob a curva foi calculada pelo método trapezoidal somando-se a area
sob a curva do tempo zero até o ultimo tempo de coleta (ASCy.t) com a area sob a

curva extrapolada (ASCey;) conforme Equagbes 4 e 5:

onde Cpo, Cp4, Cp2 sdo as concentragdes plasmaticas no tempo zero e nos tempos
subseqlentes de coletas. Cpq.1)€ a concentragcdo no penultimo tempo de coleta e

Cpt no ultimo tempo de coleta do plasma

A biodiponibilidade (F) da quinina foi calculada pela Equacéo 6:

F = 0—oo(oral) iv.

ASCO—m(i.v.) ’ Doral
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Também foram estimados os parametros clearance total (Clita) € volume de

distribuicdo no steady state (Vdss) pelas Equacdes 7 e 8:

F.D 7

Cltotal = T an~ ( )
ASC, ..

Vdss(i.v.) = MRTIV ' Cltotal (8)

onde D é a dose administrada.

A concentracdo plasmatica maxima (Cmnax) € o tempo para atingir esta

concentracao (tmax) foram estimados pela analise do perfil gréafico.

O parametro definido pela teoria do momento estatistico area sob a curva do
primeiro momento (ASMCy...) foi calculado pelo método trapezoidal somando-se a
ASMC do tempo zero até o ultimo tempo de coleta (ASMCy.t) com a area sob a curva

extrapolada (ASMCey), conforme Equagdes 9 e 10:

ASMC,_, = ((Cp" 't");r Ce, 't1)j-At+ ........ +((Cp“‘” 't“‘12>)+ Co. 'tt)J 9

ASMC,, = [—C‘;z 'ﬂ{%} (10)
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O tempo de residéncia médio (MRT) foi estimado a partir dos valores de ASC
e ASMC (Equacéo 11):

ASMC, _ (11)
ASC, _

MRT =

A partir dos perfis teciduais individuais foram estimados os parametros area
sob a curva (ASCo.tec)), area sob a curva do primeiro momento (ASMCo.itec)) €

tempo de residéncia meédio (MRT ) utilizando as Equagdes descritas acima.

4.5.7.3.2. Analise Compartimental

Para a analise compartimental dos dados plasmaticos foi realizada
modelagem matematica utilizando o programa de regressdo nao linear Scientist®

versao 2.0 (MicroMath®).

O modelo compartimental e as respectivas equacdes utilizadas para
determinar os pardmetros individuais foram selecionados considerando o melhor
ajuste grafico e correlagao dos pontos experimentais aos perfis calculados, a menor
soma dos quadrados dos desvios entre os pontos experimentais e o perfil calculado
e o maior Critério de Selecao do Modelo (MSC) do programa. Foram testados
modelos de 1 e 2 compartimentos para a via oral e modelos de 1, 2 e 3

compartimentos para a via intravenosa.
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4.5.7.4. Analise Estatistica

Os parametros farmacocinéticos obtidos do modelo ndo-compartimental e do
modelo compartimental foram comparados estatisticamente, utilizando-se a analise
de variancia. Os parametros determinados com os dados de animais sadios e
infectados também foram comparados por ANOVA (o = 0,05). As diferengas

significativas foram determinadas por Tukey, assumindo-se o de 0,05.

O procedimento de Tukey foi escolhido como complemento da ANOVA pois
visa identificar quais as médias que, tomadas duas a duas, diferem
significativamente (CALLEGARI-JACQUES, 2004). Dessa forma, todos os grupos

experimentais foram comparados entre si.

4.5.8. Ligagcao da Quinina as Proteinas Plasmaticas

A ligagao da quinina as proteinas plasmaticas foi determinada utilizando-se a
técnica de ultrafiltragao. O plasma de ratos sadios, infectados com baixa e
infectados com alta parasitemia (n = 7 animais/grupo) foi coletado formando um pool
de plasma para cada grupo de animais. A 900 pyL do pool de plasma foram
adicionados 100 yL de quantidades conhecidas de quinina, obtendo concentrag¢des
de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 ug/mL. Apds homogeneizagao e incubacgao por 10 min
a 37 °C, 100 uL das amostras foram submetidos a processamento conforme descrito
em 4.5.5.3. e quantificadas por CLAE (Cr).

Os 900 pL restantes foram adicionados ao dispositivo de filtracdo Centrifree®
(Millipore®) e submetidos a ultrafiltracdo. Procedeu-se a centrifugacdo a 3060 rpm
(2000 g), por 20 minutos e 25 °C e o ultrafiltrado foi quantificado por CLAE utilizando

0 mesmo processamento de amostras descrito em 4.5.5.3.
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A fracéo livre (fu) foi calculada pela razédo entre a concentragao no ultrafiltrado

(Cy) e a concentracéo total (Ct), conforme Equacgéao 12:

Cu (12)

A afinidade da quinina pela membrana de filtragédo foi investigada através das
mesmas condigdes empregadas para as amostras de plasma. Foram utilizados 900
ML de solugdo aquosa de quinina nas concentragdes de 0,5; 1,0; 5,0 e 10 pg/mL.
Apéds centrifugagéo, o ultrafiltrado foi quantificado e a fracdo aderida @ membrana
(fa) foi calculada como a diferenca entre a fracdo total e a razdo entre a
concentracao do ultrafiltrado (Cy) e a concentracao inicial adicionada ao dispositivo

(Ct), conforme Equacgéo 13:

(13)

A aderéncia ao dispositivo foi utilizada para correcdo dos resultados,

somando-se a quantidade retida no filtro a fragéo livre determinada.

A faixa de concentragdo investigada contempla os niveis plasmaticos
esperados para a quinina quando administrada nas doses e vias que foram testadas
nos experimentos farmacocinéticos. Os experimentos foram realizados em triplicata

para todas as concentragdes investigadas.

Os valores obtidos foram comparados por ANOVA e as diferengas

significativas foram determinadas por Tukey, assumindo o=0,05.
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4.5.9. Determinagao da Concentragao de Albumina Sérica

A determinacio da concentracdo de albumina nas amostras de soro dos ratos
sadios e infectados foi realizada no Laboratério de Andlises Clinicas da Faculdade
de Farmacia da UFRGS utilizando metodologia colorimétrica do verde de
bromocresol (MOURA, 1982).

A albumina tem a propriedade de se ligar a uma grande variedade de anions
organicos e moléculas complexas de corantes. Quando presente na amostra, reage
com o verde de bromocresol em meio acido, formando um complexo colorido que é
quantificado espectrofotometricamente. A absorbancia do complexo formado,
medida em 630 nm, é diretamente proporcional a concentracido da albumina na
amostra analisada (HENRY, 1999).

O sangue de ratos sadios e infectados com baixa (10,7 £ 1,7 %) e alta
parasitemia (29,4 + 5,4 %) foi coletado em tubos sem agente anticoagulante (n = 4
animais/grupo). Apos centrifugagdo por 10 minutos a 12000 rpm, o soro foi
separado e congelado até o momento das analises. Os resultados individuais dos
animais foram analisados em ftriplicata e foram utilizados para calcular a média da
concentracao de albumina sérica em cada grupo experimental. Os valores obtidos
foram comparados por ANOVA e as diferengas significativas determinadas por

Tukey, assumindo a de 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

69



70



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Infeccao Experimental

A inducdo da malaria em carater experimental tem sua importancia
reconhecida pelo papel que exerce nas pesquisas de desenvolvimento de farmacos
e elucidagdo das caracteristicas da doenga (LANDAU e CHABAUD, 1994).
Normalmente, camundongos sédo utilizados como animais de experimentagio para o
estudo desta infecgdo por serem mais suscetiveis ao Plasmodium (JANSE et al.,
1994). Porém, em experimentos farmacocinéticos que requerem grande volume de
sangue, a utilizagdo de camundongos torna-se inapropriada, sendo mais adequado
o uso de ratos (DOW, REYNOLDSON e THOMPSON, 1998 e 1999). No entanto, a
falta de protocolos claros de infeccdo experimental de malaria em ratos, evidencia a
necessidade do desenvolvimento de um protocolo compativel com as necessidades

experimentais.

Os experimentos de desenvolvimento de modelo de infecgdo de malaria em
ratos Wistar foram delineados com o intuito de abranger as variaveis que influenciam
o processo infeccioso como idade dos animais, tamanho do in6culo de infeccéo e via
de inoculacédo (CARTER e DIGGS, 1977; DOW, REYNOLDSON e THOMPSON,
1998 e 1999; PIERROT et al., 2003), conforme Tabela 3. Através da metodologia
utilizada, objetivou-se provocar infecgdo nos ratos que levasse a 100 % de
mortalidade. Deste modo, ao testar-se a quinina, poder-se-ia afirmar que a cura

obtida era decorrente do tratamento e ndo da remissédo espontanea da infecgao.

A cepa de Plasmodium berghei ANKA foi mantida in vivo em camundongos
durante a realizagdo deste trabalho devido a perda da viabilidade celular dos
parasitas quando armazenados a baixas temperaturas. Nas passagens sucessivas

de sangue infectado, observou-se que a infecgdo para camundongos era fulminante
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€ que 0s mesmos apresentam elevada parasitemia em curto intervalo de tempo,
desenvolvendo sintomas de malaria cerebral como tremores intensos e debilidade

fisica conforme descrito por Carvalho e colaboradores (2000).

Para a infecgao de ratos, inicialmente foram utilizados animais adultos de 10
semanas, por ser esta a idade dos animais convencionalmente utilizados em

experimentos farmacocinéticos.

Através da inoculagdo intraperitoneal de 10° hemaceas parasitadas por
Plasmodium berghei em ratos Wistar de 10 semanas (n = 4), observou-se aumento
da parasitemia até o 12° dia (+ 3,6 dias) atingindo um pico parasitémico de 8,0 + 6,7
%. Apos esse periodo, ocorreu um declinio na parasitemia e, apés 20-23 dias de

infeccdo, todos os animais se curaram do processo infeccioso.

Na Figura 6 pode ser visualizado o perfil médio de infecgéo dos ratos Wistar
de 10 semanas que receberam inéculo de 10° hemaceas parasitadas por

Plasmodium berghei pela via intraperitoneal.

Parasitemia (%)

0 4 8 12 16 20 24

Dias de Infecgao

Figura 6. Perfil parasitémico médio obtido apds inoculagdo intraperitoneal de 10°
hemaceas parasitadas por Plasmodium berghei a ratos Wistar de 10
semanas (n = 4) (Média + D.P.).
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Os resultados obtidos para ratos de 10 semanas foram compativeis com os
observados por Pierrot e colaboradores (2003) que, usando a espécie Fischer,
também obtiveram cura completa dos ratos de 12 semanas ap6s inoculacdo de 10°
hemaceas parasitadas por Plasmodium berghei. Os pesquisadores observaram pico
parasitémico entre os dias 12 e 15 pds-infeccao e, apds 20 + 3 dias, a malaria havia

sido completamente erradicada.

Conforme descrito por Carter e Diggs (1977), a idade dos animais influencia
diretamente o curso da infeccdo malarica. Ratos idosos sao relativamente

refratarios a infecgcao por Plasmodium berghei, desenvolvendo baixa parasitemia.

Estudos sugerem que a imunidade protetora a malaria € mais rapidamente
desenvolvida em adultos que em criangas (BAIRD, 1995) e que, tanto a resposta
celular como a humoral sdo requeridas no controle da infecgdo. Analises
imunolodgicas de roedores demonstraram que as células T CD4+ e CD8+ e também
as células B estdo associadas com a protegdo contra a malaria (TAYLOR-
ROBINSON, 1995).

Adam e colaboradores (2003) investigaram o curso da infeccao e resposta
imune contra Plasmodium berghei em ratos Fischer de 4 e 8 semanas. Observaram
elevados niveis parasitémicos nos animais de 4 semanas resultando em 100 % de
mortalidade apds inoculacdo de 10° hemdaceas parasitadas. Para os ratos de 8
semanas, 22-25 dias pés-infecgcdo, observaram a sobrevivéncia de todos os animais.
Um dos fatores atribuidos a cura desses animais foram os niveis de citocinas
circulantes apds infeccdo. Para o0s animais resistentes, observaram niveis
aumentados de interferon-y e um aumento de interleucina-10 foi observado nos ratos

susceptiveis a infeccao.

Frente ao exposto e, objetivando obter 100 % de mortalidade nos ratos
Wistar, a idade dos animais de experimentagao foi reduzida. Os ratos jovens

normalmente sao incapazes de controlar a infecgéo devido a hiperparasitemia obtida
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e a faléncia de multiplos érgéos resultante das anormalidades metabdlicas como
hipoglicemia e acidose lactica (HOLLOWAY, KRISHNA e WHITE, 1991).

Considerando a infecgado fulminante obtida em ratos Fischer de 4 semanas
apos inoculacdo de 10° hemaceas parasitadas (ADAM et al., 2003), realizou-se um
estudo piloto nestas condi¢gdes experimentais com ratos Wistar (n = 2). No entanto,
observou-se cura espontanea de todos animais, comprovando a diferenca no perfil
do processo infeccioso para as diferentes espécies usadas. Essas diferencas sao
atribuidas especialmente as variagbes gendmicas associadas as espécies dos
modelos animais (NUSSENZWEIG, COCHRANE e LUSTIG, 1978; NAHREVANIA e
DASCOMBRE, 2001).

Com a inoculacao i.p. de maior inéculo, 2 x 10° hemaceas parasitadas com
Plasmodium berghei, Dow e colaboradores (1999) observaram mortalidade de 30 %
em ratos Wistar de 5 semanas. Dessa forma, ainda utilizando animais de 4
semanas (n = 4), foi testado um inéculo maior de 10" hemaceas parasitadas. A
infeccao desenvolvida foi fulminante para todos os animais e o pico parasitémico foi
observado nos dias 14-20 pds-infeccdo, com niveis de 61,2 £ 9,0 %. No entanto, as
limitacbes da utilizagdo de animais desse tamanho em experimentos
farmacocinéticos levou-nos a testar o indculo de 10’ heméaceas parasitadas em ratos

de 5 semanas. Nesta investigacao, foram testadas as vias de inoculagao i.p. e i.v.

Ap6s inoculacdo de 10’ hemaceas parasitadas por Plasmodium berghei em
ratos Wistar de 5 semanas, observou-se mortalidade de 25 e 50 % para as vias i.p. e
i.v., respectivamente, conforme pode ser visualizado na Figura 7. A parasitemia
maxima nao diferiu para as duas vias de inoculagédo testadas onde foram obtidos
valores de 29,1 + 14,0 % e 36,2 £ 10,7 % para as vias i.p. e i.v., respectivamente. O
pico parasitémico ocorreu nos dias 11-14 e 11-17 pés-infecgao intraperitoneal e

intravenosa, respectivamente, e, também nao diferiu significativamente entre as vias.
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Figura 7. Perfil de sobrevivéncia cumulativa de ratos Wistar de 5 semanas infectados
com 10" hemaceas parasitadas por Plasmodium berghei pela via i.v. (a) ()
e i.p. (b) (m) (n = 4 ratos/grupo).

Apesar da mortalidade de 100 % obtida em animais de 4 semanas, optou-se
pela utilizagdo de animais de 5 semanas por serem maiores e, portanto, de mais
facil manipulagdo. Além disso, é importante que o animal de experimentagao tenha
0 maior volume sanguineo possivel para que, com as coletas seriadas de amostras,

a retirada de fluido influencie minimamente na avaliagao farmacocinética.

Para obter infec¢ao fulminante nos ratos de 5 semanas, testou-se o aumento
do indculo para 10® hemaceas parasitadas (n = 6 ratos/via). Apds a inoculacdo, a
infeccdo mostrou-se fatal para 100 % dos animais apés 13-16 dias para a via i.v. e
13-18 dias para a via i.p. Na Figura 8, sao apresentados os resultados da sobrevida

cumulativa obtidos.
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Figura 8. Perfil de sobrevivéncia cumulativa de ratos Wistar de 5 semanas infectados
com 10% hemaceas parasitadas por Plasmodium berghei pela via i.v. (a) (e)
e i.p. (b) (m) (n = 6 ratos/grupo).

75



A parasitemia maxima obtida foi de 41,5 + 20,0 % e 59,2 + 12,5 % para as
vias i.p. e i.v., respectivamente, nao diferindo significativamente (o = 0,05). Na

Figura 9 sdo mostrados os perfis de infeccdo para as duas vias de inoculagao
investigadas.

Parasitemia (%)
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Figura 9. Perfil parasittmico médio obtido apds inoculagao intraperitoneal (m) e
intravenosa (e) de 10® hemaceas parasitadas por Plasmodium berghei em
ratos Wistar de 5 semanas (n = 6 ratos/grupo) (Média + D.P.).

A menor dispersao dos dados de parasitemia pela via i.v. pode ser observada
pelos baixos desvios padrdo obtidos nos tempo de amostragem. Na inoculagao
intraperitoneal, os maiores desvios padrao observados podem estar associados a
absorgao erratica desta via. Ferreira-da-Cruz e colaboradores (2000) ja haviam
relatado alta variabilidade no perfil parasitémico apds inoculagdo pela via
intraperitoneal de 10" heméaceas parasitadas em camundongos. Observaram dois
perfis distintos de parasitemia: perfil padrdo em que a parasitemia aumentou
crescentemente desde o 1° dia de infeccdo e perfil lento, onde o inicio do
crescimento da parasitemia foi observado no 4° dia pds-infecgdo. Para a via
intravenosa, no entanto, os resultados obtidos pelos autores foram mais
homogéneos gerando niveis parasitémicos médios superiores aos obtidos apds

inoculacdo intraperitoneal.
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Para facilitar a visualizagao, na Tabela 4 estao sumarizados os resultados dos
experimentos de desenvolvimento de metodologia para infecgdo de ratos Wistar por

Plasmodium berghei.

Tabela 4. Resultados dos experimentos realizados para estabelecer as condi¢des
ideais para o processo infeccioso de ratos Wistar com Plasmodium

berghei.
Idade Viade | Numero | Pico de Picode | 1 rtalidade
(semanas) | Inoculago .de . Inéculo Paras.ltemla Parasitemia (%)
animais (dias) (%)

10 i.p. 4 10° 12,0+ 3,6 8,0+6,7 0
4 i.p. 2 10° nd nd 0
4 i.p. 4 10’ 175+2,6 | 61,2+9,0 100
5 i.p. 4 10" | 12,3+1,5 | 29,1+14,0 25
V. 4 107 13,0+£3,2 | 36,2+10,7 50
5 i.p. 6 10° | 157+1,6 | 41,5+20,0 100
iLv. 6 10° 143+1,0 | 59,2+ 125 100

nd = ndo determinado

Através da metodologia de infecgdo de ratos Wistar por Plasmodium berghei
desenvolvida, obteve-se mortalidade de 100 % apds inoculagéo de 10® hemaceas
parasitadas em ratos Wistar de 5 semanas, atingindo o objetivo proposto. Os perfis
de parasitemia pela inoculagdo nas diferentes vias (i.v. e i.p.) foram similares.
Porém, através da inoculagdo intravenosa, observou-se maior homogeneidade no

percentual de parasitemia entre os animais testados.

Dessa forma, as condigcbes selecionadas para a indugdo de malaria
experimental em ratos Wistar foram inoculagdo pela via intravenosa de 108
hemaceas parasitadas em ratos de 5 semanas. Devido ao aumento do inéculo de
infeccdo, fez-se necessario investigar se o processo infeccioso seria revertido por

tratamento com farmaco antimalarico padrao, conforme sera discutido no item 5.2.
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5.1.1. Afericao da Temperatura Durante a Infec¢cao Experimental

O pigmento malarico (hemozoina), substancia pirogénica liberada durante as
esquizogonias sangulineas, parece ter um fator preponderante na génese da febre.
Durante a fase aguda da malaria, a hemozoina, bem como um material glicolipidico
liberado da ruptura do esquizonte, ativa e mobiliza células imunocompetentes a
produzirem citocinas (ADAM et al., 2003). As citocinas agem direta ou indiretamente
sobre os parasitas, mas também podem ser nocivas para o hospedeiro, estando
associadas a febre observada. No entanto, até hoje ndo se sabe com exatidao o
mecanismo que provoca os caracteristicos acessos febris observados em individuos
infectados por parasitas do género Plasmodium (BRAGA e FONTES, 2000). Em
humanos, a febre ocorre em periodo dependente da espécie infectante, podendo ser
observada a g48h ou q72h (RANG, DALE e RITTER, 2001). Em ratos, o ciclo
sanglineo assexual do Plasmodium berghei € de aproximadamente 24 horas
(LANDAU e BOULART, 1978). Nesse periodo, poderiam ser observadas elevagdes

de temperatura.

A elevacdo da temperatura corpérea pode provocar alteragdes nos
parametros farmacocinéticos de farmacos. Foi observado aumento da atividade das
enzimas de hidroxilagdo do citocromo P450 (BRODIE, 1951 apud MANSOR, WARD
e EDWARDS, 1991)* e aumento do fluxo sanguineo hepatico durante a febre. O
fluxo aumentado é atribuido ao aumento do ritmo cardiaco provocado pela febre
(BRADLEY, 1949 apud MANSOR, WARD e EDWARDS, 1991)°. Essas alteracdes
provocariam aumento na taxa de depuragao e também alteragdes no volume de

distribuicdo de farmacos.

* BRODIE, B.B. et al. Metabolic products of cinchona alkaloids in human urine. Journal of Biological
Chemistry, v. 188, p. 567-581, 1951 apud MANSOR, S.M.; WARD, S.A.; EDWARDS, G. The effect of
fever on quinine and quinidine disposition in the rat. Journal of Pharmacy and Pharmacology, v. 43, p.
705-708, 1991.

°® BRADLEY, S.E. Variations in hepatic blood flow in man during health and disease. New England
Journal of Medicine, v. 240, p. 456-461, 1949 apud MANSOR, S.M.; WARD, S.A.; EDWARDS, G. The
effect of fever on quinine and quinidine disposition in the rat. Journal of Pharmacy and Pharmacology,
v. 43, p. 705-708, 1991.
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Nao foram investigadas as possiveis mudangas farmacodindmicas da quinina
durante o processo febril, no entanto, Rowland e Tozer (1995) sugerem redugéo da
dose usual de quinina nos casos severos de febre pois as concentragdes
plasmaticas encontram-se elevadas e o0 metabolismo encontra-se prejudicado nesta

condicao.

Mansor e colaboradores (1991) investigaram o efeito da febre na disposi¢ao
da quinina em ratos. Em contraste com o sugerido por Rowland e Tozer (1995)
observaram concentragdes plasmaticas inferiores em ratos febris, aumento de 25 %
no clearance e 47 % no volume de distribuicdo, comparados com o0s animais
controle. Em conseqUéncia dessas alteragdes, o tempo de meia-vida da quinina em
ratos febris diminui 55 %. No entanto, nesse estudo, a febre foi induzida por

administragao i.p. de E. coli e nao provocada pela indugao experimental de malaria.

Objetivando elucidar o ciclo de vida do parasita P. berghei em ratos Wistar,
bem como avaliar a existéncia de picos febris que influenciariam nos paradmetros
farmacocinéticos avaliados, foi aferida a temperatura de animais sadios e infectados,

a cada hora, durante um periodo de 30 horas.

Na Figura 10, podem ser observados os perfis de temperatura obtidos nos
ratos sadios e infectados.

Temperatura (°C)
w
~
o
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12:00 15:00 18:00 21:00 00:00 03:00 06:00 09:00 12:00 15:00 18:00

Tempo (horas)

Figura 10. Perfil da temperatura retal de ratos sadios (n = 3) (—e—) e de ratos de 5
semanas infectados pela via i.v. com 10" hemaceas parasitadas por
Plasmodium berghei (n =5) (- m-.).

%: 1:00 h — Diferenca significativa (o = 0,05).



Nao houve diferenga significativa entre a temperatura dos ratos sadios e dos
ratos infectados (o = 0,05), ha excegao do tempo de 1:00 h (%). Nesse horario, os
animais sadios apresentaram temperatura de 36,63 + 0,33 °C e os animais
infectados temperatura de 37,14 + 0,21 °C. No entanto, a elevagdo da temperatura
observada no grupo de animais infectados, ndo foi considerada uma situagao de
hipertermia pois a temperatura registrada nao foi superior a temperatura corporea
normal de ratos, que é de 35,6 °C a 38, 9 °C (WILLIAMS, 1976; CCAC, 1993).

As substancias pirogénicas liberadas durante a infec¢ao malarica por si so
nao explicam o fenébmeno da febre, havendo, talvez, a intercorréncia ou associagao
com algumas substancias pirogénicas endogenas (BRAGA e FONTES, 2000).
Talvez a auséncia ou diferenca na liberacdo dessas substancias em ratos Wistar
quando comparada com o processo que ocorre na infecgdo malarica em humanos

justifique a auséncia de picos febris observada neste trabalho.

5.2. Adequabilidade da Metodologia de Infec¢ao Malarica Desenvolvida

Apods desenvolvimento do modelo de infecgao malarica em ratos que resultou
em 100 % de mortalidade, foi necessario realizar o tratamento de animais infectados
com doses usuais de um antimalarico padrao para investigar se, com o aumento do
indculo, o processo infeccioso ainda era passivel de cura. Para a avaliacao da
adequabilidade do método desenvolvido, foram realizados experimentos

farmacodinamicos através da administragao oral de cloroquina.

Os animais inoculados pela via i.v. com in6culo de 10® hemaceas infectadas
por Plasmodium berghei foram divididos em dois grupos. O primeiro grupo (n = 7),
recebeu cloroquina oralmente (30 mg/kg/dia) como solugdo aquosa em duas doses
diarias nos dias 7, 8 e 9 apds a inoculagcédo, conforme protocolo estabelecido por
Dow e colaboradores (1999). O segundo grupo serviu como controle (n = 3) e foi

infectado nas mesmas condicoes, recebendo volume equivalente de salina p.o. q12h
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no 7°, 8° e 9° dias pos-infecgdo. Os resultados obtidos estdo demonstrados na
Figura 11.
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Figura 11. Parasitemia média obtida apds tratamento de ratos Wistar de 5 semanas
infectados por Plasmodium berghei pela via i.v com inéculo de 10°
hemaceas parasitadas. Ratos tratados pela via oral com cloroquina na
dose de 30 mg/kg/dia g12h nos dias 7-9 pds-inoculagao (n = 7) (m) e ratos
controle (n = 3) () que receberam salina (Média £ D.P.).

Todos animais controle morreram devido a infeccdo apresentando perfil
parasitémico semelhante ao observado durante o desenvolvimento do protocolo de

infeccao experimental, demonstrando a reprodutibilidade do mesmo.

Os animais que receberam cloroquina tiveram a parasitemia crescente até o
inicio do tratamento, apresentando pico parasitémico de 13,2 % + 4,4 nos dias 6-7
pos-inoculagdo. O nivel parasitémico antes do inicio do tratamento nao diferiu do

observado no grupo controle (10,1 + 5,4 % versus 6,3 = 1,8 %).

Apods o inicio do tratamento, no 7° dia pds-inoculagao, observou-se redugao

significativa da parasitemia nos animais que receberam cloroquina em comparagéao
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aos que receberam salina (a0 = 0,05). A erradicagao completa da doenga pbde ser
observada no término do tratamento (10,4 + 0,5 dias pds-infecgao). Esses
resultados corroboram com os obtidos por Dow e colaboradores (1999) que

observaram a cura dos animais no 10 ° dia pds-infecgao.

Considerando os resultados obtidos, em que a infecgao induzida com inéculo
maior do que o normalmente utilizado na literatura péde ser erradicada com dose
padrdo do antimalarico cloroquina, a metodologia de infeccdo experimental de
malaria em ratos Wistar foi considerada adequada para a realizagdo das

investigacdes subsequentes.

5.3. Estabelecimento da Dose Efetiva de Quinina

Para a escolha de uma dose adequada a ser utilizada nos experimentos de
farmacocinética foi necessario estabelecer uma dose efetiva de quinina no modelo

proposto, através de estudos farmacodinamicos.

No 7°, 8° e 9° dia apds a inoculagdo de 10% hemaceas infectadas com
Plasmodium berghei pela via i.v. em ratos Wistar de 5 semanas foram conduzidos os
experimentos de relagao dose-efeito da quinina em 7 grupos experimentais. Foram
avaliadas as doses de 10, 25, 50 e 250 mg/kg administradas por gavagem utilizando
solugéo aquosa de cloridrato de QN. As doses de QN de 10, 25 e 50 mg/kg foram
administradas a cada 4 ou 8 horas. Para a dose de 250 mg/kg foi avaliado o
tratamento com intervalo entre doses (t) de 8 horas, nos trés dias consecutivos.
Uma hora antes da administragdo do farmaco, procedia-se a retirada da ragédo dos
animais, que era disponibilizada novamente uma hora apds a administracdo. A

efetividade do tratamento foi monitorada pelos niveis de parasitemia.
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Na Tabela 5, encontram-se os resultados da efetividade do tratamento com

quinina no modelo de malaria experimental em ratos Wistar.

Tabela 5. Efetividade do tratamento com quinina por via oral nas doses de 10, 25, 50
e 250 mg/kg administradas nos dias 7 a 9 pés-infeccao, a g4h ou a q8h,
em ratos Wistar de 5 semanas infectados pela via i.v.com inéculo de 108
hemaceas parasitadas por Plasmodium berghei .

Intervalo entre | Nimero de 0 Mortalidade
Dose (mglkg) doses (h) animais Cura (%) (dias)
10 4 6 50 13-18
8 4 0 8-13
4 4 100 -
2
> 8 6 67 17-20
4 3 100 -
50
8 5 100 -
250 8 6 100 -

A dose de 10 mg/kg, equivalente a dose usual de quinina em seres humanos,
foi capaz de curar 50 % dos animais infectados quando administrada a cada 4 horas,
porém nao resultou em cura com t de 8 horas, sendo que todos os animais
morreram 8-13 dias apds a inducao experimental de malaria. Nos animais em que
o tratamento nao foi eficiente (n = 3, g4h; n = 4, q8h) ndo foi observado aumento
significativo na sobrevida em relagdo aos animais nao tratados (o = 0,05). Nos
animais que nao receberam quinina, a mortalidade ocorreu 14,3 £ 1,0 dias apds
indugcdo do processo infeccioso, conforme Figura 8 (a) do item 5.1. Com o
tratamento na menor dose investigada, observou-se mortalidade dos animais 13,3 +

3,0 dias pos-infecgéao.

A dose de 25 mg/kg mostrou-se efetiva para todos os animais quando
administrada a cada 4 horas. Quando administrada q8h, a sobrevivéncia dos
animais foi de 67 %. Nessa dose, no entanto, diferente do observado para a dose

de 10 mg/kg, a sobrevida em relagdo aos animais nao tratados foi significativamente
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maior (a0 = 0,05). Com a administragao de 25 mg/kg de quinina q8h, a mortalidade

ocorreu 18,5 + 2,1 dias apds a inoculacao.

Observa-se na Tabela 5, que para o tratamento com as doses de 10 e 25
mg/kg, uma maior efetividade ocorre para os menores intervalos entre doses. Este
resultado pode estar associado ao fator de acumulagdo do farmaco (SHARGEL e
YU, 1993). Com menores T sdo observadas concentragdes plasmaticas superiores,

resultando em maior efeito parasiticida da quinina.

As duas maiores doses investigadas (50 e 250 mg/kg) foram efetivas com os
esquemas posoldgicos propostos e todos os animais se curaram do processo
infeccioso apdés o término do tratamento. Nas Figuras 12 e 13 podem ser

visualizados os perfis de infecgdo dos animais que receberam tratamento com essas

doses.
Dias das Doses Dias das Doses

30 (a) 30 - (b)
X 25 - 25
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Figura 12. Perfil de infeccao de ratos Wistar de 5 semanas infectados pela via i.v.
com 10% hemaceas parasitadas por Plasmodium berghei obtido apds
tratamento com quinina pela via oral na dose de 50 mg/kg g4h (a) (n = 3)
ou g8h (b) (n = 5) nos dias 7-9 pés-inoculagédo (Média + D.P.).

Os animais tratados com 50 mg/kg q4h e q8h apresentaram parasitemia
maxima de 244 + 1,3 % e de 195 + 3,2 % no 9° dia pds-inoculacao,
respectivamente. Apds o inicio do tratamento no 7° dia, o nivel parasitémico dos

animais continuou aumentando e o declinio da parasitemia iniciou apés o término do
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tratamento. A cura completa dos animais péde ser observada nos dias 14-21 pés-
infecgao.

30 -

25 -

Dias das Doses

Parasitemia (%)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Dias po6s-infeccao

Figura 13. Perfil de infeccao de ratos Wistar de 5 semanas infectados pela via i.v.
com 10° hemaceas parasitadas por Plasmodium berghei obtido apds
tratamento com quinina pela via oral na dose de 250 mg/kg q8h (n = 6)
nos dias 7-9 pés-inoculagéo (Média £ D.P.).

Para a dose de 250 mg/kg a q8h, a parasitemia maxima observada no 9° dia
(8,5 = 1,4) foi de 16,0 + 8,9 %. O declinio no nivel parasitémico também iniciou apos
o término do tratamento e a cura dos animais ocorreu nos dias 15-18 pds-infecgao.
Apesar da dose ser 5 vezes superior a dose efetiva de 50 mg/kg, ndo foram

observados sintomas visiveis de intoxicagdo dos animais.

O tratamento efetivo da quinina nas duas maiores doses investigadas
apresentou a peculiaridade de que a cura dos animais iniciou apés o término da
administragdo da quinina. Esse atraso no inicio da resposta terapéutica demonstra
a menor eficacia da quinina no combate a malaria. No tratamento com a cloroquina
(Figura 11), logo apds o inicio do tratamento ja era observada diminui¢do nos niveis
de parasitas circulantes. Esses resultados s&do coerentes com os descritos na
literatura, que descrevem que a quinina como agente supressivo €, a0 mesmo

tempo terapéutico, € mais tdéxica e menos eficaz do que a cloroquina (TRACY e
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WEBSTER, 1996). Atribui-se essas diferencas as caracteristicas de basicidade dos
dois farmacos. Foley e Tilley (1997) sugerem que, estando em sua forma
diprotonada, a cloroquina possui maior acumulo no vacuolo parasitéforo do
Plasmodium quando comparada a quinina que apresenta-se na forma

monoprotonada nas condigdes fisiologicas.

5.4. Validagao da Metodologia Analitica por CLAE

A validacdo de um método analitico € definida como sendo um processo
através do qual estudos de laboratorio s&o utilizados para garantir que o método em
questdo atenda as exigéncias desejadas (BRITAIN, 1998). A validagéo é realizada
para garantir que o método seja exato, especifico e reprodutivel, assegurando

credibilidade durante seu uso rotineiro (FDA, 2001).

A quantificagdo da quinina em amostras biolégicas foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A metodologia utilizada foi adaptada
da descrita na literatura por Mirghani e colaboradores (1998). O equipamento de
CLAE, as caracteristicas da coluna cromatografica e o processamento das amostras

foram modificados para adaptacéo as condi¢des laboratoriais disponiveis.

A metodologia analitica por CLAE para amostras de plasma foi validada
através da repetibilidade e precisédo intermediaria, exatidao, linearidade e limite de
quantificagdo. Para dialisado, foram avaliados os parametros de performance
analitica como repetibilidade, exatidao, linearidade e limite de quantificagdo do

método.

86



5.4.1. Validagao da Metodologia Analitica por CLAE para Plasma

Os cromatogramas obtidos por CLAE da quinina em plasma de ratos podem
ser observados na Figura 14. O tempo de retengdo do farmaco foi de
aproximadamente 11,1 min, corroborando com o tempo de retencdo observado por

Mirghani e colaboradores (1998) que foi de aproximadamente 11,6 min.

Ll & i

mV

0 i 40 f

Tempo (min)

Figura 14. Cromatogramas obtidos por CLAE para a quinina em amostras de plasma
de rato: a) branco de plasma; b) amostra da curva padrdao na
concentracéao de 5,0 ug/mL; c) amostra de plasma de rato obtida
experimentalmente determinada como sendo 2,6 ug/mL.

A seletividade de um método analitico é considerada como a capacidade do
método diferenciar e quantificar o analito em presenca de outros componentes
presentes na amostra (FDA, 2001). A seletividade do método pode ser observada
na Figura 14 comparando-se o cromatograma do branco de plasma (a) com os
cromatogramas (b) e (c). N&o foram observados picos interferentes nas amostras

analisadas.

Os potenciais interferentes nas matrizes biolégicas incluem componentes
endogenos da matriz, metabdlitos, produtos de degradagdo, medicagdes

concomitantes e outros xenobidticos exdgenos (FDA, 2001). Os picos adicionais ao
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pico da quinina observados na Figura 14 (c) referem-se aos metabdlitos do farmaco,
principalmente a 3-hidroxiquinina, conforme descrito por Mirghani e colaboradores
(1998).

5.4.1.1. Precisao

A precisdo do método analitico representa a concordancia de uma série de
medidas, resultantes da aplicagao repetida do método a amostras homogéneas. A
precisdo pode ser avaliada pela repetibilidade, reprodutibilidade e precisao
intermediaria. A repetibilidade ¢ a medida em funcdo dos valores encontrados
através de varias reproducdes do meétodo, nas mesmas condi¢cdes, em curto
intervalo de tempo. A precisdo intermediaria expressa o efeito de variagdes do
método em diferentes dias, analistas e equipamentos. A reprodutibilidade se refere
aos resultados dos estudos de colaboragdo entre laboratério (FDA, 2001). A
precisao deve ser investigada usando um minimo de cinco determinagdes de, no

minimo, trés concentragdes diferentes.

A precisdo do método para amostras de plasma foi avaliada através dos
coeficientes de variagéo intradia (repetibilidade) e interdia (precisédo intermediaria),
determinados em triplicata pela analise de trés concentragdes (controles de
qualidade) a cada dia, durante trés dias consecutivos. Os resultados da precisédo

podem ser visualizados na Tabela 6.
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Tabela 6. Desvios padrao relativos intradia e interdia das trés amostras de controle
de qualidade utilizadas para a curva padrdo da quinina em plasma de

ratos.
Quinina (ug/mL) Dia 1 Dia 2 Dia 3 Interdiab
(D.P.R.)? (D.P.R.)? (D.P.R.)? (D.P.R))
0,9 4,37 2,63 1,20 3,82
7,5 3,71 2,98 0,70 2,88
10,0 6,17 4,98 0,72 4,19

@ Valores para n = 3 determinagdes
® Valores para n = 9 determinacdes
D.P.R.: Desvio Padrao Relativo

Os coeficientes de variacdo intradia e interdias devem apresentar valores
inferiores a 15 % para cada concentracdo, exceto para o menor limite de
quantificagao, que deve ser inferior a 20 % (FDA, 2001). Os valores encontrados
estdo de acordo com a especificagcdo, demonstrando que o método possui
repetibilidade quando executado mais de uma vez no mesmo dia e sua analise é

precisa quando feita em diferentes dias.

5.4.1.2. Exatidao

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados e um valor aceito como referéncia (FDA, 2001). A exatidao do método
foi avaliada pela analise em ftriplicata, por trés dias consecutivos, de trés

concentracoes diferentes de quinina.

Através dos resultados apresentados na Tabela 7, conclui-se que o método é
exato, indicando que as concentracbes determinadas estdo proximas aos valores

tedricos esperados.
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Tabela 7. Exatiddo das amostras de controle de qualidade utilizadas para a curva

padrdo da quinina em plasma de ratos.

Quinina (pg/mL)

Média (ug/mL) ?

D. P. (ug/mL) ?

Exatidao (%) °

0,9 0,92 0,03 101,76
7,5 7,59 0,22 101,15
10,0 9,92 0,42 99,23

@ Valores para n = 9 determinagdes
D.P. = Desvio Padrao

5.4.1.3. Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método de fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracado da substancia em exame dentro de uma

determinada variagéao.

A linearidade do método analitico foi avaliada através de sete niveis de
concentracdo. Foram obtidas nove curvas padrdao com faixa de concentragao entre
0,1 e 12,5 pg/mL, em trés diferentes dias. Foram determinados a inclinagdo, a

interseccao e o coeficiente de correlagao.

A curva padrao média resultante das nove curvas padrdo em plasma de ratos
utilizadas para a validagdo da metodologia analitica por CLAE, esta representada na
Figura 15 com a equacao da reta de regressao linear e o valor do coeficiente de
correlacao correspondente.
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Curva padrao média da quinina em plasma de ratos determinada por
CLAE (Média £ D.P.).

Figura 15.

Os coeficientes de correlacao, intercepto e inclinacdo de cada uma das nove

curvas utilizadas para a validacao podem ser observados na Tabela 8.

Tabela 8. Parametros das curvas padréo utilizadas na validagdo de metodologia
analitica para quantificacao da quinina em plasma de rato por CLAE.

Inclinagao Intercepto Correlagao
Curva 1 445718,02 4294,69 1,0000
Dia 1 Curva 2 430568,44 -682,56 1,0000
Curva 3 445313,47 -3780,96 1,0000
Curva 4 479345,96 -14474,34 0,9999
Dia 2 Curva 5 482512,02 -7004,33 0,9999
Curva 6 446099,68 -6139,59 0,9998
Curva 7 442088,72 -5584,92 1,0000
Dia 3 Curva 8 435914,03 -4446,29 1,0000
Curva 9 429360,33 -4962,97 1,0000
Média (n = 9) 448546,74 -4753,47 0,9999
Desvio Padrédo 19427,12 5021,20 0,0001
D.P.R® 4,33

aD.P.R.: Desvio Padrao Relativo.
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Considerando 0,95 como sendo o menor valor aceitavel de correlagéo (FDA,
2001), observa-se na Tabela 8 a linearidade funcional entre a concentracdo da

quinina e area do pico do farmaco obtida.

Como a linearidade esta relacionada com a variagado da inclinagcédo da linha de
regressao, também procedeu-se a avaliagéo da linearidade da curva padrao através
da analise de variancia (ANOVA) demonstrada na Tabela 9. O resultado evidencia a
regressao linear significativa para as curvas padrao, sem desvio significativo da

linearidade.

Tabela 9. Analise de variancia para a linearidade das curvas padréo de quinina em
plasma de rato quantificada por CLAE.

L. Graus de Soma dos n .
Fontes de Variagao Liberdade | Quadrados Variancia F
ENTRE 6 218 x10™ | 3,64 x10"™ | 3141,99*
Regressdo Linear 1 2,18 x10™ | 2,18x10™ |18850,87*
Desvio da Linearidade 5 1,25 x 10™° 2,50 x 10° 0,216
RESIDUO 56 6,49 x 10" 1,16 x 10°
TOTAL 62 2,19x10™ | 3,53x10"™

* Significativo para p < 0,05 (F tabelado: 2,65).

5.4.1.4. Limite de Quantificagao

O limite de quantificagdo (LQ) representa a concentragdo mais baixa da

substancia em analise que pode ser quantificada através da metodologia,
apresentando exatidao e precisao satisfatéria. Para o LQ a variagdo maxima aceita
é de 20 % (FDA, 2001).
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O LQ foi determinado pelo método visual analisando amostras de

concentracdes decrescentes. O valor encontrado para LQ foi de 0,1 pyg/mL onde

observou-se uma variacao intradia de 8,54, 4,26 e 5,36 % e interdia de 9,96 %.

5.4.2. Validagao da Metodologia Analitica por CLAE para Dialisado

Para amostras de dialisado foi realizada validacdo simplificada do método
analitico considerando-se que a validagdo do método em matriz mais complexa
(plasma) ja havia sido previamente realizada utilizando condi¢cdes cromatograficas

semelhantes.

Na Figura 16 podem ser observados os cromatogramas da quinina em
solugdo de Ringer obtidos por CLAE. O tempo de retengdo do farmaco foi de

aproximadamente 10,5 min, nao diferindo, em média, do valor encontrado para as

amostras de plasma.

100

Tempo (min)

Figura 16. Cromatogramas obtidos por CLAE para a quinina em solugao de Ringer:
a) branco em solugdo de Ringer; b) amostra da curva padrdo na
concentracao de 100 ng/mL; c) amostra de dialisado de musculo de rato

sadio determinada como sendo 24,3 ng/mL.
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Como observado para amostras de plasma, a seletividade do método para
dialisado pode ser certificada pela auséncia de picos interferentes no tempo de

retencéo correspondente ao pico da quinina (Figura 16).

5.4.2.1. Precisao

A precisao do método para amostras de dialisado foi avaliada pelo coeficiente
de variacao intradia (repetibilidade), determinado em triplicata pela analise de trés
diferentes concentragdes. Na Tabela 10 encontram-se os resultados da

repetibilidade do método.

Tabela 10. Concentragbes das trés amostras de controle de qualidade obtidas na
validagao simplificada do método para amostras de quinina em solugao

de Ringer.
Quinina (ng/mL) Curva1 Curva 2 Curva 3 Média® D.P.R.2
17,0 171 17,4 16,4 17,0 2,93
75,0 73,0 78,6 80,7 77,4 5,09
375,0 378,4 378,6 374,8 377,3 0,57

@ Valores para n = 3 determinagdes

D.P.R.: Desvio Padrao Relativo

Os coeficientes de variacao intradia apresentaram valores inferior a 15 % ao

longo da curva padrao, estando de acordo com a especificagdao (FDA, 2001),

demonstrando a repetibilidade do método.
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5.4.2.2. Exatidao

A exatiddo do método analitico para dialisado pode ser visualizada na Tabela
11 onde pode se observar o alto grau de concordancia entre os resultados

individuais e os valores aceitos como referéncia.

Tabela 11. Exatiddo das amostras de controle de qualidade utilizadas para a curva
padrao da quinina em solug¢ao de Ringer.

Quinina Faixa de Média * Desvio Exatidao (%) ®
(ng/mL) Concentragio (ng/mL)| Padrio (ng/mL)?
17,0 16,4 - 17,4 17,0 £ 0,50 99,97
75,0 73,0 - 80,7 77,4 3,94 103,26
375,0 374,8 - 378,6 377,3+2,15 100,60

@ Valores para n = 3 determinacgdes

5.4.2.3. Linearidade

A linearidade das curvas padrao em solugéo de Ringer foi avaliada através
de seis niveis de concentracéo (10; 25; 50; 100; 250 e 500 ng/mL). Foram obtidas
trés curvas padrao determinando-se a inclinagéo, a interseccado e o coeficiente de

correlacao.

Na Figura 17 pode se visualizada a curva padrdo média em solugéo de Ringer
resultante da validagcdo da metodologia, juntamente com a equagéo da reta e o valor

do coeficiente de correlagao correspondente.
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Figura 17. Curva padrao média da quinina em solugcao de Ringer obtida por CLAE
(Média £ D.P.).

Na Tabela 12 podem ser observados os coeficientes de correlagao, intercepto

e inclinagcdo de cada uma das trés curvas padrao utilizadas para a validacao.

Tabela 12. Parametros das curvas padrao utilizadas na validagdo da quantificacéo
de quinina em solucao de Ringer por CLAE.

Inclinagcao Intercepto Correlagao
Curva 1 38672,63 191453,74 1,0000
Dia 1 Curva 2 46305,80 205190,32 1,0000
Curva 3 47229,85 35455,86 0,9998
Média (n = 9) 44069,42 144033,31 0,9999
Desvio Padréao 4696,55 94281,33 0,0001
D.P.R? 10,66 65,46

®D.P.R.: Desvio Padrao Relativo
A linearidade entre a concentragao da quinina e area do pico do farmaco pode

ser observada na Tabela 12, onde nenhum valor de correlagéo foi inferior a 0,95
(FDA, 2001).
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A analise de variancia (ANOVA) para a avaliagao da linearidade das curvas
padrdo de quinina em solugdo de Ringer pode ser visualizada na Tabela 13. O
resultado evidencia a regressao linear significativa, sem desvio significativo da

linearidade.

Tabela 13. Analise de variancia para a linearidade das curvas padrao de quinina em
solucao de Ringer determinadas por CLAE.

Graus de Soma dos
Fontes de Variagao Liberdade Quadrados Variancia F
ENTRE 5 1,05 x 10" 2,10 x 10™ 183,37*
Regressao Linear 1 1,05 x 10" 1,05 x 10" 916,15*
Desvio da Linearidade 4 9,38 x 10"° 2,33 x 10" 0,020
RESIDUO 12 1,37 x 10" 1,14 x 10"
TOTAL 17 1,06 x 10" 6,25 x 10"

* Significativo para p < 0,05 (F tabelado: 3,89)

5.4.2.4. Limite de Quantificagao

O limite de quantificagdo obtido pelo método visual para amostras de
dialisado foi de 10 ng/mL com variagdes intradia inferiores a 20 %, como
preconizado pelo FDA (2001).

Baseado nos resultados obtidos dos pardmetros de performance analiticos
avaliados, o método proposto para quantificacdo de quinina em plasma de ratos e
em dialisado de tecido foi considerado validado conforme as especificagdes e

normas estabelecidas no Guia de Validagdo de Métodos Bioanaliticos (FDA, 2001).
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5.5. Teste de Estabilidade das Amostras Biol6gicas

A estabilidade de substancias em fluidos biolégicos depende das condigbes
de estocagem, propriedades quimicas da substancia e da matriz biolégica onde se
encontra, além do material de acondicionamento. A estabilidade de muitos analitos
em uma matriz bioldgica particular ndo pode ser extrapolada para outras matrizes e

sistemas de estocagem (FDA, 2001).

Apds a coleta, as amostras de plasma de rato e dialisado de tecido
permaneceram em freezer até o momento das anadlises. Considerando a
possibilidade de degradacdo das mesmas sob estas condigdes, investigou-se a

integridade das amostras sob armazenamento.

Para os experimentos de teste da estabilidade nas condi¢des laboratoriais
foram utilizadas amostras de plasma e dialisado contendo 5 pg/mL e 100 ng/mL de
quinina, respectivamente, acondicionadas em tubos de reagdo e mantidas em
freezer a —20 °C. A quantificagdo da quinina por CLAE nas matrizes bioldgicas foi
realizada apds descongelamento das amostras em diferentes dias. No perfil
cromatografico, foi avaliada a existéncia de picos adicionais, bem como a
concentragcado de quinina obtida nos diferentes dias de analise frente a concentragéo

no momento de preparo das amostras.

A estabilidade da quinina em plasma e dialisado foi avaliada por 119 e 85
dias, respectivamente. Os valores de concentracdo do farmaco e a variagao
percentual em relacdo ao tempo zero, obtidos nos dias investigados, estdo
representados nas Tabelas 14 e 15. Para o calculo da variacao percentual, a

concentragao observada no dia zero foi considerada como 100 %.
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Tabela 14. Concentragdes e variagao percentual em relagdo ao dia zero das
amostras de quinina em plasma de ratos analisadas em diferentes dias
apos estocagem em freezer a —20 °C.

Dia Concentragao | Variagao Percentual em
Medida (ung/mL) relagao ao dia zero

0 5,38 -
6 5,67 +54
8 4,95 -8,1

21 5,63 +4,6

23 5,38 0,0

48 5,54 +29

57 5,30 -1,6

76 5,14 -45

91 5,77 +7,2

96 5,61 +4,3

119 5,65 +5,0

Tabela 15. Concentragdes e variagao percentual em relagdo ao dia zero das
amostras de quinina em solugdo de Ringer analisadas em diferentes
dias ap6s estocagem em freezer a —20 °C.

Dia Concentragao | Variagao Percentual em
Medida (ng/mL) relagado ao dia zero

0 99,76 -

9 100,00 +0,2

15 100,00 +0,2

23 103,06 +3,3

29 100,21 +04

34 98,26 -1,5

36 98,00 -1,8

43 97,00 -2,8

47 100,53 +0,8

56 96,62 -3.1

72 105,13 +54

85 102,63 +29
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Frente aos resultados obtidos, as amostras foram consideradas estaveis no
periodo sob investigacao. As amostras provenientes dos animais foram
quantificadas dentro do prazo estabelecido por este estudo, ou seja, em periodo néao

superior a 119 dias para plasma e 85 dias para dialisado.

5.6. Ligacado da Quinina as Proteinas Plasmaticas

A concentracao total de farmacos no sangue ou plasma é freqlientemente
usada como referéncia para ajuste de doses, mesmo considerando que a fragao
livre melhor correlacione-se com os efeitos farmacoldgicos. Isso se deve a maior
facilidade para determinar concentracao plasmatica total de farmacos e também
porque a taxa de ligacao dos farmacos as proteinas plasmaticas usualmente é
constante, independente da concentracao total do farmaco. No entanto, a relacao
entre a concentracao livre e total plasmatica para certos farmacos pode apresentar
variagdes interindividuais, alteragdes devido a interagcbes medicamentosas ou
disfungdes patolégicas (MACKICHAN, 1992). Para investigar se as disfungdes
metabdlicas provocadas pela malaria provocariam alteragdes na ligacdo da quinina
as proteinas plasmaticas de ratos, avaliou-se a fracao livre do farmaco em animais

sadios e infectados utilizando-se a técnica de ultrafiltragao.

Mansor e colaboradores (1991), utilizando a técnica de didlise e investigando
as temperaturas de 19, 30, 37 e 44 °C, sugeriram que nao exista influéncia da
temperatura na ligagao da quinina as proteinas plasmaticas nas concentragao de 1 e
5 pg/mL. No entanto, como as concentragbes que se pretendiam investigar neste
trabalho seriam superiores as estudadas por estes autores, e, considerando as
possiveis alteragbes provocadas pela temperatura na ligagdo de farmacos as
proteinas (KWONG, 1985; MACKICHAN, 1992; SHARGEL e YU, 1993), optou-se
pela padronizagdo dos experimentos com incubagao prévia de 10 min a 37 °C e
temperatura de centrifugagdo de 25 °C, conforme realizado por Watari e
colaboradores (1989).
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Inicialmente, foi investigada a afinidade da quinina pela membrana do
dispositivo de filtragdo, utilizando-se solugdes aquosas do farmaco nas
concentragdes de 0,5 a 10 uyg/mL. A taxa de aderéncia da quinina ao dispositivo de
ultrafiltracdo n&o foi dose dependente e apresentou valor médio de 14,0 + 4,5 %.
Considerando-se esta taxa elevada, este valor foi utilizado para correcido dos
resultados de ligagao as proteinas, somando-se a quantidade retida no filtro a fragao

livre determinada.

A ligagdo da quinina as proteinas plasmaticas foi investigada na faixa de
concentragao de 0,5 a 10 pg/mL contemplando os niveis plasmaticos esperados
para a quinina quando administrada nas doses e vias testadas nos experimentos
farmacocinéticos. A concentracao de 0,5 ug/mL resultou em uma concentragéo livre
abaixo do limite de quantificacdo do método analitico, ndo sendo, portanto, incluida

no conjunto dos resultados.

A ligacdo da quinina as proteinas plasmaticas para os grupos de animais
sadios, com baixa e alta parasitemia pode ser visualizada na Figura 18. Na Tabela
16 podem ser visualizadas os parametros das curvas de fracao livre versus

concentracdo de quinina determinados com o auxilio do programa Excel® v. 7.0.
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Figura 18. Ligagdo da quinina as proteinas plasmaticas em ratos sadios (e) €
infectados por Plasmodium berghei com baixa parasitemia (A) e com
alta parasitemia (m) (Média = D.P.).
* Significativamente diferente do grupo sadio, a = 0,05.
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Tabela 16. Parametros da avaliagao matematica das curvas de ligagao da quinina as
proteinas plasmaticas em ratos sadios e infectados por Plasmodium berghei com
diferentes niveis de parasitemia.

. Ratos com Baixa Ratos com Alta
Parametros . . . . .
da Reta Ratos Sadios Parasitemia Parasitemia
(11,1 £2,0 %) (34,8 £ 3,4 %)
Intercepto 27,92 32,73 53,44
Inclinagao 1,59 1,88 1,29
Correlagao 0,9937 0,9995 0,9559

Conforme ja relatado para varios farmacos, na Figura 18 pode-se visualizar a
dependéncia da ligacdo da quinina as proteinas plasmaticas em relacdo a sua
concentragao total, para os trés grupos sob investigacdo. O resultado obtido é
diverso do observado por Watari e colaboradores (1989) que, utilizando técnica e
condigbes similares, concluiram que a quinina liga-se as proteinas do plasma
independentemente da concentracdo. No entanto, os autores utilizaram plasma de
animais adultos e sabe-se que a idade influencia as caracteristicas e a extensao da
ligacdo de farmacos as proteinas (VARON, PASTOR e RODRIGUEZ, 2005). Como
no presente estudo foram utilizados ratos jovens, esta diferenga experimental

poderia explicar a disparidade dos resultados obtidos.

Na Figura 18 pode-se observar, também, que a fragédo livre plasmatica da
quinina nos animais infectados por Plasmodium berghei foi significativamente maior
que a fragdo livre nos animais sadios para todas os niveis de concentragao

avaliados (o = 0,05).

Para os ratos sadios, a fracdo livre variou de 29,2 + 04 % para a
concentracao de 1 ug/mL para 43,3 + 0,2 % para a concentragdo de 10 yg/mL. No
trabalho de Mansor e colaboradores (1991), a porcentagem plasmatica livre de
quinina foi de aproximadamente 21 % para a concentragédo de 1 € 5 yg/mL, em
plasma de ratos sadios. No entanto, sabe-se que a técnica de dialise utilizada no

trabalho referenciado provoca concentragdes ligadas superiores as observadas na
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técnica de ultrafitragdo (MACKICHAN, 1992). Esta observagao justificaria a
diferenga observada. Além disso, a técnica de ultrafiltracdo € mais recomendada
como técnica de determinagao da ligagao as proteinas plasmaticas de farmacos que
exibem ligagcado concentracdo dependente, como observado neste trabalho, pois n&o

apresenta o fator de diluigdo associado a técnica de dialise (MACKICHAN, 1992).

Os valores da fracao livre de quinina obtidos para ratos com baixa parasitemia
foram de 34,6 + 1,2 % a 51,7 £ 0,5 % para a menor € maior concentracao
investigada, respectivamente. No entanto, a diferenca observada neste grupo de
animais em relagdo aos animais sadios, apesar de estatisticamente significativa para
todas as concentragbes investigadas (o = 0,05), ndo pode ser considerada

clinicamente relevante.

Os animais com alta parasitemia apresentaram fracdo livre de quinina
significativamente maior que a dos animais sadios e com baixa parasitemia. Os
niveis de fragdo livre para animais com alta parasitemia variaram de 52,9 + 0,3 %

para a concentragao de 1 ug/mL até 66,1 + 1,4 % para a concentragéo de 10 pg/mL.

O relevante aumento da fragao livre da quinina observado para os animais
com alta parasitemia pode relacionar-se tanto as disfungdes hepaticas que causam
reducdo na sintese das proteinas plasmaticas quanto ao acumulo de inibidores
endogenos como a bilirrubina, observadas na malaria (MACKICHAN, 1992). A
primeira hipotese foi aceita por Affirme e colaboradores (1975)° para justificar o
aumento da fracdo livre da quinidina, isbmero da quinina, em pacientes com
comprometimento hepatico associado ao alcoolismo. No presente trabalho, para
investigar se os niveis de albumina se alteraram nos animais infectados em relagéo
aos sadios, a concentracdo de albumina sérica foi determinada conforme descrito
em>b5.7.

6 AFFIRMES, M., REIDENBERG, M.M. Protein binding of some drugs in plasma from patients with
alcoholic liver disease. European Journal of Clinical Pharmacology, v. 8, p. 267-269, 1975 apud
KWONG, T.C. Free drug measurements: methodology and clinical significance. Clinica Chimica
Acta, v. 151, p. 197-216, 1985.
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A hipdétese de que o acumulo de bilirrubina aumentaria a fragdo livre da
quinina circulante baseia-se nas caracteristicas de ligagdo deste pigmento a
albumina. A bilirrubina é o principal produto metabdlico do heme da hemoglobina e
circula no plasma ligada a albumina (HENRY, 1999). Com o aumento da hemdlise
durante a infeccdo malarica, sabe-se que ocorre aumento dos niveis de bilirrubina
circulante (BRAGA e FONTES, 2000), podendo ocorrer deslocamento da ligagéo de

substancias exdgenas como os farmacos da ligagao com a albumina.

5.7. Determinagdo da Concentragao de Albumina Sérica

A albumina é a proteina mais abundante do plasma, constituindo até dois
tercos das proteinas plasmaticas totais. A determinagao do nivel sérico de albumina
€ um importante indicador da funcdo hepatica porque sua sintese é realizada

exclusivamente neste 6érgao (HENRY, 1999).

A quantificacdo da albumina em ratos foi realizada pelo método do verde de
bromocresol. O soro de ratos sadios, com baixa e alta parasitemia foi coletado de 4
animais por grupo. O soro de cada rato foi submetido a analises, em ftriplicata, e o
valor médio das trés determinacbes foi utilizado para calculo da meédia da

concentragdo de albumina do respectivo grupo, como apresentado na Tabela 17.
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Tabela 17. Concentragdo sérica de albumina em ratos sadios e infectados por
Plasmodium berghei com baixa e alta parasitemia (n = 3/rato).

Concentragao de Albumina Sérica (g/dL)

Animal Sadio Baixa Parasitemia | Alta Parasitemia
(10,7 £1,7 %) (29,4 £ 5,4 %)
1 5,39 + 0,49 2,40+£0,35 3,17 £ 0,35
2 3,81+0,30 2,40 £ 0,07 3,056+0,42
3 4,61 +0,55 2,58+0,18 2,88 +0,10
4 3,59+ 0,47 2,44 £ 0,08 3,03+0,18
Média + D.P.° 4,25 +0,92 2,55+0,122 3,01+£0,23%

@ Diferenga significativa em relagéo aos animais sadios (o = 0,05).
b n = 12 determinacdes.

A concentragao sérica média de albumina obtida para os animais sadios esta
de acordo com a faixa de concentracao descrita na literatura para ratos, que é de
3,96 a 4,39 g/dL (KANEKO et al., 1997).

A andlise de variancia (o = 0,05) mostrou diferenga significativa entre os
grupos. O teste de Tukey determinou que ha uma redugdo significativa na
concentracao de albumina sérica dos ratos com baixa (2,55 + 0,12 g/dL) e alta
parasitemia (3,01 £ 0,23 g/dL) em relagao aos animais sadios (4,25 + 0,92 g/dL). Os
valores de albumina sérica obtidos para os animais com alta parasitemia ndo
diferiram estatisticamente dos obtidos para os animais com baixa parasitemia (a =
0,05). Isso ocorreu porque o acumulo de hemozoina no figado e o consequente
dano causado, ndo estdo relacionados unicamente com o grau de parasitemia, mas
dependem também da cronicidade da doenga (SRICHAIKUL, 1959 apud MANSOR,

WARD e EDWARDS, 1991)".

" SRICHAIKUL, T. A study of pigmentation and other changes in the liver in malaria. American
Journal for Tropical Medicine and Hygiene, v. 8, p. 110-118, 1959 apud MANSOR, S.M.; WARD, S.A;;
EDWARDS, G. The effect of fever on quinine and quinidine disposition in the rat. Journal of
Pharmacy and Pharmacology, v. 43, p. 705-708, 1991.
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Durante a infecgdo malarica, podem ocorrer disturbios da fungdo hepatica
devido ao acumulo local de bilirrubina (PATWARI, 1979) e hemozoina,
especialmente nas células de Kupffer hepaticas (NOBES, 2002). Usualmente, a
destruicdo extensa ou o comprometimento do tecido hepatico resulta em baixos
niveis séricos de albumina e, por ser uma proteina de transporte para muitas
substancias endogenas e exdégenas (HENRY, 1999), acarreta em diminuigdo da taxa
de ligacado de farmacos as proteinas plasmaticas, como previamente demonstrado
neste trabalho.

A presenca de niveis diminuidos de albumina comprova o dano hepatico
causado pela infecgdo malarica. No entanto, o aumento da fragao livre dependente
do nivel de infeccdo dos ratos observado (Figura 18) ndo deve estar relacionado
somente a diminuicdo de albumina sérica, uma vez que tanto os animais com baixa
quanto os com alta parasitemia apresentaram niveis semelhantes desta proteina.
Certamente, outras proteinas sintetizadas nesse 6rgao, como a glicoproteina ou-
acida (AAG), que é o principal sitio de ligagao farmacos com caracteristicas basicas
como a quinina (HENRY, 1999) também devem apresentar concentragdes séricas
diminuidas, justificando a diferenca entre a fragcédo livre encontrada nos animais
infectados por Plasmodium berghei com alta parasitemia em relagao aos sadios. O
maior acumulo de bilirrubina no figado dos animais com alta parasitemia, resultante
da maior hemolise esperada neste grupo, poderia explicar a maior fracdo livre
observada. Durante o desenvolvimento da infecgdo experimental, observou-se que
0s animais com alta parasitemia apresentaram olhos pronunciadamente
esbranquicados, maior debilidade fisica e coloragéo corpérea amarelada. Segundo
Henry (1999), estas caracteristicas estao relacionadas ao aumento excessivo da

bilirrubina circulante.
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5.8. Avaliagao Farmacocinética da Quinina

5.8.1. Perfil Plasmatico

A avaliagado do perfil plasmatico da quinina foi conduzida em ratos jovens
sadios e em ratos jovens infectados por Plasmodium berghei com baixa (9,9 + 2,1

%) e alta parasitemia (37,4 £ 8,7 %) (n= 10 ratos/grupo).

A quinina foi administrada pela via intravenosa na dose de 50 mg/kg a ratos
sadios. Para a via oral, ratos sadios e com dois diferentes niveis de parasitemia
receberam a dose de 250 mg/kg por gavagem apods jejum de 12 h. A administragao

intravenosa permitiu que se determinasse a biodisponibilidade da quinina.

Para os experimentos do perfil plasmatico da quinina os animais foram
previamente anestesiados com carbamato de etila. O anestésico foi utilizado para
normalizar as condicbes experimentais da avaliagdo do perfil plasmatico com os
experimentos de microdialise que, necessariamente, seriam conduzidos em animais

sob anestesia.

A dose oral avaliada foi escolhida com base nos estudos farmacodindmicos
realizados. Nestes estudos previamente relatados, foram selecionadas duas doses
efetivas no regime terapéutico proposto: 50 e 250 mg/kg. Optou-se pela utilizacdo
da dose de 250 mg/kg porque, além de ser efetiva, gerou concentragbes plasmaticas
quantificaveis por CLAE. Em estudos piloto, amostras de plasma coletadas apos
administragéo oral da dose de 50 mg/kg resultaram em concentragbes abaixo do

limite de quantificagcdo do método analitico.

Apos coleta das amostras e analise por CLAE, foram obtidos os perfis de
concentracao plasmatica versus tempo individuais e estes dados foram analisados
por abordagem nao-compartimental e compartimental. Os parametros obtidos foram

comparados estatisticamente, para as duas abordagens e para os diferentes grupos
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experimentais e, apds analise de variancia, as diferengcas significativas foram

determinadas pelo teste de Tukey (o = 0,05).

5.8.1.1. Analise Nao-Compartimental

A farmacocinética nao-compartimental se baseia na aplicagdo de critérios
estatisticos para a analise das curvas dos niveis plasmaticos, de modo que se
obtenham paréametros representativos das mesmas, sem considerar o conceito de
distribuicdo por “compartimentos”. As curvas de niveis plasmaticos sao
consideradas como uma lei de probabilidade estatistica, em que a variavel aleatéria
é o tempo em que o farmaco permanece no organismo (BERROZPE, LANAO e PLA
DELFINA, 1997).

Para a administracdo da quinina pela via intravenosa, o volume administrado
nao excedeu 1 mL, respeitando o volume preconizado no Guide to the Care and Use
of Experimental Animals (CCAC, 1993). O perfil médio da concentragao plasmatica
versus tempo obtido apdés administracdo intravenosa de quinina na dose de 50

mg/kg a ratos Wistar sadios pode ser visualizado na Figura 19.
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Figura 19. Perfil plasmatico médio da quinina administrada na dose de 50 mg/kg
pela via intravenosa a ratos Wistar sadios (n = 10) (Média = D.P.).
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A partir dos perfis plasmaticos individuais apresentados no Anexo 2, foram
calculados, por abordagem n&o-compartimental, os parametros farmacocinéticos

demonstrados na Tabela 18.

Tabela 18. Parametros farmacocinéticos médios obtidos por analise nao-
compartimental dos perfis plasmaticos individuais de ratos Wistar que
receberam quinina na dose 50 mg/kg pela via intravenosa (n = 10).

Parametro Farmacocinético Média + D.P.
A (min™") 0,004 + 0,002
t12 () 41+3,1
ASCo... (ug.min.mL™") 693 + 429
ASMCq... (ug.min®.mL™) 198.024 + 270.552
MRT (h) 3,5+2,4
Cliotar (L.kg .07 54+21
Vdss (L.kg™) 15,1+4,5

A coleta de amostras por periodo aproximado de trés vezes o valor do ti
garantiu que a ASCey ndo excedesse o valor preconizado de 20 % da ASCy..
(ASCext = 10,7 £ 7,6 %), garantindo a descrigdo adequada da fase de eliminagéo do
farmaco (SHARGEL e YU, 1993).

O valor de clearance obtido apdés administragao intravenosa de 50 mg/Kg foi
de 5,4 £ 2,1 L.kg™".h", inferior ao relatado por Wanwimolruk e colaboradores (1993)
que obtiveram clearance de 6,9 + 1,6 L.kg™".h" apds administracdo intravenosa de 25
mg/kg de quinina a ratos Wistar adultos sadios. Essa tendéncia na redugédo de
clearance observada nos animais jovens em relagao aos adultos sugere que a idade
influencia a depuragdo da quinina, conforme observado em humanos por

Wanwimolruk e colaboradores (1991).

O volume de distribuigdo obtido (15,1 + 4,5 L.kg') foi superior aos
previamente relatados na literatura, que apresentavam valores na ordem de
7,0 Lkg" (WATARI, WAKAMATSU e KANENIWA, 1989; WANWIMOLRUK et al.,
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1993). Devido a ligagédo da quinina as proteinas plasmaticas em animais jovens ser
concentragcao-dependente, conforme relatado no item 5.6, a maior dose avaliada
neste trabalho (50 mg/kg) em relagdo as doses utilizadas por Wanwimolruk e
colaboradores (1991) (25 mg/Kg) e Watari e colaboradores (1989) (20 mg/Kg),
geraria concentragbes plasmaticas totais maiores e, conseqlientemente, as fragbes

livres seriam superiores, resultando em aumento no volume de distribuicio.

Em conseqliéncia do aumento do Vd e reducdo do Clia, 0 tempo de meia-
vida (4,1 = 3,1 h) também apresentou-se superior ao descrito por Wanwimolruk e
colaboradores (1993), que relatam o tempo de meia-vida da quinina como sendo 0,8

+ 0,3 h apds administragéo i.v. da dose de 25 mg/kg a ratos adultos sadios.

Para a via oral, podem ser visualizados na Figura 20 os perfis médios de
concentracédo plasmatica versus tempo obtidos apds administracdo da dose de 250

mg/kg a ratos sadios, com baixa e alta parasitemia.
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Figura 20. Perfil plasmatico médio da quinina administrada na dose de 250 mg/kg
pela via oral a ratos sadios (e) e infectados por Plasmodium berghei com

baixa parasitemia (A) e com alta parasitemia (m) (n = 10 ratos/grupo)
(Média £ D.P.).
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Na Figura 20 pode-se visualizar a semelhanga entre os perfis dos trés grupos
investigados, com excegéao da inclinagao da fase de eliminagéo para os animais com

alta parasitemia, que apresentou-se menos pronunciada.

Os parametros farmacocinéticos obtidos por abordagem nao-compartimental
para os animais sadios, com baixa e alta parasitemia apds administracéo oral de 250
mg/kg de quinina estdo mostrados na Tabela 19. Cabe ressaltar que a grande
variabilidade nos perfis plasmaticos da quinina conduziram a elevados valores de
desvios padrdao nos parametros farmacocinéticos determinados. Essa variabilidade
elevada ja havia sido previamente relatada para a quinina por Newton e
colaboradores (1999) e em outros trabalhos apresentados na Tabela 2. Desse
modo, a auséncia de diferenga significativa em muitos parametros investigados pode

ser atribuida a elevada variacédo observada.

Tabela 19. Paradmetros farmacocinéticos médios obtidos por analise nao-
compartimental apds administracdo de 250 mg/kg de quinina a ratos
sadios e infectados por Plasmodium berghei (n = 10 ratos/grupo).

. Ratos com Baixa | Ratos com Alta
Parametro . . . . .
Farmacocinético Ratos Sadios Parasitemia Parasitemia
(9,9 £2,1 %) (37,4 £ 8,7 %)
A (min-") 0,0021 + 0,0008 | 0,0023 + 0,0009 |0,0011 + 0,0004 °°
ti2 () 6,7 +3,3 55+2,0 12,3+ 4,6°°
ASCo... (ug.min.mL™") 2.002 +732° 2.559 +1.118 2.600 + 580
ASMCq... (mg.min>.mL") | 1.478 +1.027 @ 1.571 + 827 3.218 + 1.658 P°
MRT (h) 11,6 +3,8 10,0 + 3,0 19,7 £7,1°°
Clota (L.kg™".h™") 49+20 42+22 35+1,0
F 0,58 - -

@ Diferenca significativa em relagdo a administragao intravenosa (o = 0,05)

® Diferenca significativa em relagéo aos animais sadios (o = 0,05)

¢ Diferenca significativa em relagédo aos animais com baixa parasitemia (o = 0,05)
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Na Tabela 19, os valores de clearance consideram uma biodisponibilidade (F)
de 58 % determinada pela razao entre as ASC médias apds administragao oral e i.v.
a ratos sadios. A biodisponibilidade de 58 % também foi usada para calcular 0 Cligtg
para animais infectados, pois, considerando que a quinina € um farmaco de baixa
extragcao hepatica (ROY et al., 2002), o efeito de primeira passagem é insignificante
(GIBALDI e PERRIER, 1982) e, portanto, ndo seria influenciado por algum
comprometimento hepatico devido a infeccado malarica. Além disso, ndo houve
diferenga significativa na ASCo.. entre os trés grupos sob investigacdao apos

administragao oral.

A ASCcx ndo excedeu o valor preconizado de 20 % da ASCy.. para ratos
sadios e com baixa parasitemia, obtendo-se valores de 14,7+ 11,8 % ede 7,1 £ 7,1
%, respectivamente. No entanto, para animais com alta parasitemia, a ASCe: foi de
24,1 + 11,8 % pois os animais nao resistiam a coletas por tempo superior a 32 h e,
portanto, ndo puderam ser coletadas amostras por tempo correspondente ao
preconizado, ou seja, pelo menos trés ty, (GIBALDI e PERRIER, 1982; SHARGEL e
YU, 1993).

Os parametros ti2, MRT e Clowa ndo diferiram estatisticamente apos
administragdo i.v. da dose de 50 mg/kg e administracdo oral de 250 mg/kg para

ratos jovens sadios.

Na analise nao-compartimental, o volume de distribuicdo apds administragao
oral do farmaco é calculado pela multiplicagdo entre MRT;,. € Clwta. O tempo de
residéncia medio apos administragcdo i.v., no entanto, necessita do conhecimento da
constante de velocidade de absorg¢do (ka) (MRTi,. = MRToa — MAT ... MRT,,. =
MRTora — 1/ka) (GIBALDI e PERRIER, 1982; SHARGEL e YU, 1993). No entanto, os
perfis plasmaticos obtidos apds administragdo oral da quinina mostraram duplo pico
(Anexos 3 a 5), impossibilitando a determinagcédo de ka pelo método de Wagner-
Nelson. Deste modo, o Vd nao foi determinado por abordagem nao-compartimental,

sendo apenas calculado pela analise compartimental, apresentada em 5.8.1.2.
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A infecgdo aguda nao alterou nenhum dos parametros farmacocinético da
quinina, como evidenciado na Tabela 19, em que ndo se observa diferenga
significativa entre os parametros determinados em animais sadios e com baixa

parasitemia.

Sabe-se que o ciclo eritrocitico da malaria resulta em severa hemdlise das
células sanguineas (WHITE et al., 1982; PIERROT et al., 2003). O material celular
resultante da hemdolise, os parasitas circulantes e o material gerado pela degradagao
da hemoglobina pelos parasitas séo liberados na circulagado e sédo fagocitados por
células como as células de Kupffter hepaticas, que se tornam mais proeminentes
durante o processo infeccioso (NOBES, 2002). O depésito das células fagociticas
no figado causa aumento e provoca mudancas de coloragcdo no 6rgédo. Além disso,
a deposicdo destas células estd associada aos disturbios hepaticos observados
durante a infeccao malarica (PATWARI, 1979).

Esses disturbios conduzem a alteracbes nas enzimas transaminases AST
(aspartato aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase) e fosfatase alcalina
(PATWARI, 1979). Também provocam diminuicao no citocromo P450 hepatico e na
atividade monoxigenase associada (ALVARES, 1984), diminuindo a metabolizagcao
de substancias como a quinina, que apresenta metabolismo hepatico associado ao
citocromo P450 (ROY et al., 2002).

Como a quinina €& metabolizada pelo figado (ROY et al, 2002), o
comprometimento do érgéo poderia resultar em diminui¢do na taxa de depuragao do
farmaco, apesar do aumento da fracao livre circulante. Observa-se na Tabela 19
uma tendéncia a diminuicdo do clearance conforme a gravidade da doenca. Como
previamente discutido, talvez a falta de significAncia seja consequéncia da alta
variabilidade dos dados experimentais, uma vez que a redugado significativa da
depuragdo da quinina, proporcional ao processo infeccioso, ja foi descrita
previamente na literatura (WHITE et al., 1982; MANSOR, WARD e EDWARDS,
1990; PUSSARD et al., 2003). White e colaboradores (1982) avaliaram o processo

infeccioso em humanos e no estudo de Mansor e colaboradores (1990), a avaliagao
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foi realizada in vitro. Pussard e colaboradores (2003) observaram a redugao do
clearance durante a malaria experimental em camundongos. Essa redugao foi
proporcional a redugao na concentragao dos principais metabdlitos da quinina: a 3-

hidroxiquinina e 10,11-dihidroxidiiddroquinina.

A reducdo do fluxo sanguineo hepatico durante a malaria pode ser fator
importante na redugdo do clearance de farmacos  antimalaricos
(PUKRITTAYAKAMEE et al., 1997). Para a quinina, no entanto, a redugao na taxa
de depuragdo parece estar mais associada a debilidade de metabolizagdo via
citocromo P450 hepatico do que as alteragdes de fluxo sanguineo, uma vez que a

QN é um farmaco de baixa extragéo (ROY et al., 2002).

Apesar da maior contribuicdo do figado na depuragdo da quinina, a
eliminacdo do farmaco n&o é restrita a este 6rgdo. Uma porcentagem de
aproximadamente 40 % de sua metabolizagdo esta relacionada ao clearance
sanguineo (WATARI, WAKAMATSU e KANENIWA, 1989). Com o aumento da
fracao livre plasmatica do farmaco nos ratos infectados (item 5.6), poderia ocorrer
um aumento na taxa de depuracdo plasmatica da QN, levando a um aumento do
Cliotas Observado. Como uma tendéncia de reducao do Cliy pode ser observada na
Tabela 19, pode se supor que a depuragdo da quinina esteja sendo influenciada

predominantemente pelo clearance hepatico intrinseco.

A diminuicao do clearance, mesmo que ndo significativa, alterou a eliminagao
do farmaco em animais com alta parasitemia. Conforme visualizado na Figura 20 e
Tabela 19, a constante de velocidade de eliminagcdo da quinina diminuiu
significativamente e, conseqlientemente, observou-se um aumento significativa no
tempo de meia-vida neste grupo de animais em relagdo aos animais sadios e em
relacdo aos animais com baixa parasitemia. O aumento do ti, também esta

relacionado com a alteragao do volume de distribuicdo, que sera discutido a seguir.
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5.8.1.2. Analise Compartimental

Nos modelos farmacocinéticos compartimentais, o organismo é representado
como um sistema de compartimentos ligados entre si. Um compartimento n&o
representa, necessariamente, uma regido fisioldgica ou anatémica. E considerado
como um tecido ou grupo de tecidos que possui similaridade de fluxo sanguineo e
de afinidade pelo farmaco. A utilizacdo de modelos compartimentais permite definir
quantitativamente os processos cinéticos de farmacos no organismo através da

utilizacao de equacgdes representativas (SHARGEL e YU, 1993).

Os modelos compartimentais para a analise dos dados foram escolhidos de
acordo com o melhor ajuste grafico, melhor correlagdo entre os valores
experimentais e os valores calculados pelo programa Scientist® e pelo maior Critério
de Selecao do Modelo (MSC) do programa. O MSC representa a adequagao do
modelo proposto para descrever os dados experimentais, sendo que, quanto maior o
valor obtido, maior a correlacdo entre os valores experimentais e os valores
calculados pelo modelo farmacocinético. Para a modelagem dos dados, foram
testados modelos de 1 e 2 compartimentos para via oral e 1, 2 e 3 compartimentos

para a via intravenosa.

Apods administragao intravenosa de 50 mg/kg de quinina a ratos Wistar sadios,
os valores experimentais apresentaram melhor ajuste para o modelo de 2
compartimentos abertos descrito pela Equagao 14 (GIBALDI e PERRIER, 1982).

Cp=a-e O tip.e Bt (14)

onde Cp € a concentragdo plasmatica total a cada tempo, o e  sdo as constantes
de velocidade da fase de distribuicdo e de eliminagcao, respectivamente, e “a” e “b”

sao os respectivos interceptos no tempo zero.
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O modelo de dois compartimentos ja havia sido descrito na literatura como
sendo adequado para descrever o perfil farmacocinético da quinina em ratos apos
administragdo pela via intravenosa (WATARI, WAKAMATSU e KANENIWA, 1989;
WANWIMOLRUK et al., 1993).

Para melhor ajustar os dados frente ao modelo de 2 compartimentos, foi
atribuido peso 1 aos valores experimentais, obtendo-se um coeficiente de correlacéo
de 0,9888 para o perfil plasmatico médio. A correlagdo para os perfis individuais
variou de 0,9223 a 0,9978. O valor de MSC determinado para o perfil médio foi de
2,60 e para os perfis individuais apresentou variagéo de - 0,08 a 3,59. A atribuigédo
de peso melhorou o ajuste grafico, caracterizando melhor a fase de eliminagao da

quinina.

O perfil plasmatico médio modelado pelo programa Scientist® para
administragcao i.v. da dose de 50 mg/kg de quinina pode ser visualizado na Figura
21. As curvas individuais de concentragdo plasmatica por tempo podem ser

observadas no Anexo 2.
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Figura 21. Perfil plasmatico médio da quinina administrada pela via i.v. na dose de
50 mg/Kg a ratos Wistar sadios (n = 10) modelado para 2
compartimentos pelo programa Scientist® (Média + D.P.).
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Apdés modelagem dos dados, foram determinadas as microconstantes que
descrevem o modelo de 2 compartimentos, com o auxilio do programa Excel,
através das Equacdes 15 a 17 (GIBALDI e PERRIER, 1982):

K= o-p (15)
L
_(ap)+(ba) (16)
" (a+b)
Kiz =0+ B —ky —Kyg (17)

onde k1o € a constante de velocidade de eliminagdo do compartimento central e ki, e
k21 sdo as constantes de velocidade de distribuicdo do compartimento central para o

periférico e vice-versa, respectivamente.

A partir da determinagao das microconstantes, foi determinado MRT, tempo
de meia-vida de eliminagéo (t12 B), ASCo.., volume de distribuicdo do compartimento
central (Vc), volume de distribuicdo no steady steate (Vdss), volume de distribuicao
area (Vdiea) € clearance (Cloa) pelas equagdes abaixo descritas (GIBALDI e
PERRIER, 1982):

|\/|RT=i (18)
ke
ke = Ko K. (19)
k21 +k12
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~ 0,693 (20)

typ 5
asc, =248 (21)
a+b
Kiy 23
vd, =|1+—2|.Vc (23)
k21
Vd, = Clg,ta' (24)
D
Cly = (25)
total ASCOW

Os parametros farmacocinéticos determinados na analise compartimental
para a administracdo intravenosa da quinina em ratos sadios podem ser observados
na Tabela 20.
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Tabela 20. Parametros farmacocinéticos médios obtidos da analise compartimental
dos dados individuais de concentragdo plasmatica por tempo apds
administragéo i.v. de quinina na dose de 50 mg/kg a ratos Wistar sadios

(n = 10).
Parametro Média + D.P.

a (ug.mL™) 10,5+6,8
b (ug.mL™") 27+1.2
a (min™") 0,0711 + 0,0421
B (min™) 0,0069 + 0,0033
ko1 (min™") 0,0225 +0,0143
k1o (min™") 0,0225 +0,0121
kiz (min™") 0,0330 + 0,0225
MRT (h) 23+1.2
t12 B (h) 21+1.2
ASCo... (g.min.mL™") 632 + 369
Ve (L.kg™") 49+24
Vdss (L.kg™) 11,6 + 4,1
Vdirea (L.kg™) 15,6 + 6,4
Cliotar (L.kg™".h"" 58+2,2

A comparacgao entre os parametros farmacocinéticos ti, MRT, ASCy..., Vdss €
Cliotas Obtidos por analise nao-compartimental e compartimental ndo demonstrou
diferenca significativa (o« = 0,05), comprovando a adequabilidade do modelo de 2
compartimentos para descrever os dados de concentragado plasmatica da quinina

apds administracao intravenosa a ratos Wistar sadios.

Os valores das microconstantes obtidos Watari e colaboradores (1989) foram
superiores aos observados neste trabalho. Apds administragao i.v. de 20 mg/kg de
quinina, os autores obtiveram ka1, k1o € ki de 0,236 + 0,045 min™, 0,0552 + 0,0081
min” e 0,308 + 0,084 min™, respectivamente. No entanto, apesar de os autores
terem modelado os dados experimentais segundo modelo de 2 compartimentos

como realizado neste trabalho, conduziram as coletas de sangue por apenas 60
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minutos e, conforme observado nos perfis plasmaticos individuais apos
administragao intravenosa de 50 mg/kg a ratos Wistar (Anexo 2), apos este periodo
de tempo observa-se uma mudanga na inclinagédo das curvas. Essas diferengas nos
desenhos experimentais podem gerar alteragcbes significativas nos parametros

avaliados, ndo permitindo a comparacao dos resultados.

Como demonstrado neste trabalho e em trabalhos anteriormente descritos na
literatura (WATARI, WAKAMATSU e KANENIWA, 1989; WANWIMOLRUK et al.,
1993), apdés administragdo pela via intravenosa, a quinina segue modelo de dois
compartimentos. No entanto, algumas vezes, apds administragcdo por via nao-
sisttmica, a fase de distribuicdo de farmacos, que pela via i.v. seguem 2
compartimentos, ndo é observada (GIBALDI E PERRIER, 1982).

Através da analise dos perfis individuais de concentracao plasmatica versus
tempo obtidos experimentalmente ap6s administragdo oral (Anexos 3 a 5), observa-
se um decaimento monoexponencial da fase terminal, caracterizando o modelo de
um compartimento. Nesse caso, a fase de distribuicdo foi mascarada pela lenta
absorgao do farmaco (SHARGEL e YU, 1999).

Em funcdo do duplo pico observado nos perfis individuais de concentragao
por tempo (Anexos 3 a 5), o modelo para descrever o comportamento da quinina no
organismo apo6s administragao oral foi escolhido para contemplar sua ocorréncia. O
modelo de um compartimento com duas constantes de absorcao paralelas descrito

por Wagner (1993) (Figura 22) descreveu adequadamente os dados experimentais.
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Figura 22. Representagdo esquematica do modelo farmacocinético de um
compartimento com duas constantes de absorcdo paralelas. Neste
modelo, f.D é a fragdo da dose absorvida com constante de absorgao
de primeira ordem kai, (1-f).D é a fragdo da dose absorvida com
constante de absorcéo de primeira ordem ka, a partir do tempo to, Cp é
a concentragao plasmatica e Vd é o volume de distribuicdo (Wagner,
1993).

A concentragao plasmatica (Cp) do modelo proposto é descrita pela Equagao
26:

fFD) [ ka
Cp= . 1 ket o hagt 26
" ( vd ] (ka1—keJ S 0

(1-f)-F-D _ ka, okedtoty) o kap(i—ty)
( Y ](kaz—ke e © )

onde F é a biodiponibilidade, f.D é a fracdo da dose absorvida com constante de

absorcao de primeira ordem kaq, (1-f).D é a fragdo da dose absorvida com constante
de absorcdo de primeira ordem ka, a partir do tempo t, e Vd o volume de

distribuicao.

Os perfis plasmaticos médios, modelados pela Equacao 26 com o auxilio do
programa Scientist®, obtidos apés administracdo oral da quinina na dose de 250
mg/kg aos animais sadios, com baixa e alta parasitemia podem ser visualizadas nas
Figuras 23, 24 e 25, respectivamente. As curvas individuais de concentragao
plasmatica por tempo modeladas podem ser observadas nos Anexos 3, 4 e 5. Para
melhor ajustar os dados frente ao modelo, foi atribuido peso 1 aos valores
experimentais e na modelagem compartimental, o valor da biodisponibilidade (F) foi
fixado em 0,58.

121



101 3

QN (ug/mL)
2
|

101 T T T T T T T T T 1
0 150 300 450 600 750 900 1050 1200 1350 1500

Tempo (min)

Figura 23. Perfil plasmatico médio da quinina administrada pela via oral na dose de
250 mg/kg a ratos Wistar sadios (n = 10) modelado para 1 compartimento
com duas constantes de absorcdo paralelas pelo programa Scientist®
(Média £ D.P.).
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Figura 24. Perfil plasmatico médio da quinina administrada pela via oral na dose de
250 mg/kg a ratos Wistar infectados por com baixa parasitemia (9,9 + 2,1
%) (n = 10) modelado para 1 compartimento com duas constantes de
absorgao paralelas pelo programa Scientist® (Média + D.P.).
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Figura 25. Perfil plasmatico médio da quinina administrada pela via oral na dose de
250 mg/kg a ratos Wistar infectados por P. berghei com alta parasitemia
(37,4 + 8,7 %) (n = 10) modelado para 1 compartimento com duas
constantes de absorcdo paralelas pelo programa Scientist® (Média +
D.P.).

123



Os valores de MSC encontrados para o ajuste dos perfis médios dos animais
sadios, com baixa e alta parasitemia foram de 2,9043, 2,9782 e 3,4107,
respectivamente, apresentando variagdes nos perfis individuais entre 0,9078 e
3,0058 para o grupo de ratos sadios, entre 0,3393 e 1,8602 para os animais com
baixa parasitemia e entre 0,4042 e 1,2868 para animais com alta parasitemia. A
correlagao entre os pontos experimentais médios e o perfil calculado pelo programa
Scientist® foi de 0,9889, 0,9892 e 0,9901 para animais sadios, com baixa e alta
parasitemia, com variagdes nos perfis individuais entre 0,9669 e 0,9974 para o grupo
de ratos sadios, entre 0,9575 e 0,9900 para ratos com baixa parasitemia e entre

0,9694 e 0,9901 para ratos com alta parasitemia.

Os parametros farmacocinéticos determinados pela analise compartimental

da quinina podem ser observados na Tabela 21. O clearance foi estimado pela

multiplicagéo entre Vd e ke.

Tabela 21. Parametros farmacocinéticos médios obtidos pela analise compartimental
individual dos dados de concentracdo plasmatica por tempo utilizando
modelo de 1 compartimento com duas constantes de absor¢ao paralelas
apos administragcao oral de 250 mg/kg de quinina a ratos Wistar sadios e
infectados por Plasmodium berghei com diferentes niveis de parasitemia
(n =10 ratos/grupo).

Ratos com Baixa Ratos com Alta
Parametro Ratos Sadios Parasitemia Parasitemia
(9,9 £2,1 %) (37,4 £ 8,7 %)
f 0,58 + 0,44 0,37+ 0,16 0,45+0,18
vd (Lkg™) 43,1+24,4 29,0+£15,5 53,0+ 15,2 °
ka; (min™") 0,0503 + 0,0481 0,0960 + 0,0610 0,1085 + 0,0797
kaz (min™") 0,0367 + 0,0860 0,0078 +0,0085° 0,0750 £ 0,1240
ke (min™) 0,0024 + 0,0011 0,0029 + 0,0010 0,0012 +0,0004 &P
to (min) 94,7 +52,8 68,6 £ 40,9 139,8 £ 137,2
t12 (h) 6,0+3,3 55+22 12,3+ 4,6 2P
Cliotar (L.kg™.h™") 5,21+ 2,04 4,61+2,53 3,75+ 1,09

@ Diferenca significativa em relagdo aos animais sadios (o = 0,05)
® Diferenca significativa em relacéo aos animais com baixa parasitemia (o = 0,05)
¢ Diferenca significativa em relagdo a kas do respectivo grupo (o = 0,05)
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A existéncia de duplo pico nas curvas de concentracao plasmatica por tempo
é relatada na literatura para outros farmacos como cimetidina (WALKENSTEIN,
1978), furosemida (HAMMARLUND, PAALZOW e ODLIND, 1984) e ranitidina
(SCHUCK, 2000; YIN, 2003). Os principais mecanismos responsaveis por este
fendbmeno incluem a recirculagao entero-hepatica, diferentes locais de absorgcdo do
farmaco ao longo do trato gastrintestinal (TGI) e esvaziamento gastrico retardado

para uma por¢ao da dose administrada (YIN, 2003).

A hipétese da recirculagao entero-hepatica ndo parece plausivel para justificar
o aparecimento do duplo pico para quinina, uma vez que a fragdo da dose de
quinina excretada na bile é muito pequena (WATARI et al, 1989) e,
consequentemente, insuficiente para proporcionar o aparecimento do segundo pico.
Para que o segundo pico seja evidente no perfil de concentragdo plasmatica, pelo
menos 20 % da dose oral administrada deve ser reabsorvida (SUTTLE e
BROUWER, 1994). Além disso, o segundo pico devido a recirculagdo entero-
hepatica, geralmente, apresenta menor magnitude do que o primeiro pico
(BERROZPE, LANAO e PLA DELFINA, 1997). Neste trabalho, o segundo pico

apresentou magnitude superior a do primeiro pico observado.

As outras duas hipéteses mencionadas, diferentes locais de absorcdo ao
longo do TGI e esvaziamento gastrico retardado para uma porgdo da dose
administrada, poderiam ser adequadas para explicar a ocorréncia do duplo pico
observado no perfil plasmatico da quinina e o modelo da Figura 22 é adequado para
descrever ambas. No modelo proposto, a absor¢ao no TGl com duas constantes de
velocidade diferentes, nao implica, necessariamente, em diferentes locais de
absorcdo ao longo do percurso. A absorcdo com constante de velocidade ka; pode
ocorrer, por exemplo, no intestino delgado, quando a maior fragdo da dose encontra-
se ndo absorvida no estbmago e uma menor fragdo passou para o intestino; a
absorcdo com constante de velocidade ka, pode ocorre no mesmo local do intestino
delgado, apdés uma maior fracdo da dose ter passado para este. Nesse caso, {

seria 0 tempo para o esvaziamento gastrico (WAGNER, 1993).
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Considerando que kai e kay ndo foram significativamente diferentes quando
comparadas no mesmo grupo, exceto para o grupo com baixa parasitemia (Tabela
21), a hipotese de duas constantes paralelas de absor¢do no mesmo sitio parece a
mais plausivel para explicar os perfis observados experimentalmente. Além disso, a
fracdo absorvida até ty (f) coincide com os valores da literatura que indicam que,
apos aproximadamente 2 h, 48 % do conteudo gastrico € esvaziado para a porgao
subsequente do trato gastrintestinal de ratos Wistar jovens (ZUCOLOTO et al.,
2002). Nos trés grupos investigados, a fracdo da dose absorvida com constante de
absorgao de primeira ordem ka4 (f) bem como o tempo para iniciar a absor¢ao com

constante de absorgao ka; (to) ndo diferiram significativamente (o = 0,05).

Da mesma forma que o demonstrado na analise nao-compartimental,
observa-se uma redugédo nao significativa do clearance conforme a gravidade da
doenga e um aumento significativo no ti, em animais com alta parasitemia em

relacéo aos sadios e com baixa parasitemia (o = 0,05).

O volume de distribuicdo em ratos sadios apds administracao oral foi superior
ao obtido apds administragdo intravenosa (43,1 + 24,4 Lkg"' versus 11,6 + 4,1
L.kg'1). Esta tendéncia de aumento do Vd com a administrac&o por via ndo-sistémica
também foi observada em trabalhos prévios. Mansor e colaboradores (1991), apos
administragao oral de 50 mg/kg de QN a ratos Wistar sadios, obtiveram Vd de 28,9 +
10,3 L.kg' que é aproximadamente 4 vezes superior ao obtido por Watari e
colaboradores (1989) (= 7,0 L.kg™) e Wanwimolruk e colaboradores (1993) (7,7 + 3,0
L.kg™") que administraram quinina pela via intravenosa em doses de 20 e 25 mg/kg,

respectivamente.

No presente trabalho, ndo se observou diferenga significativa entre o Vd da
quinina em animais sadios e nos dois grupos de animais infectados apds
administragdo oral de 250 mg/kg (Tabela 21). Porém, os animais com alta
parasitemia apresentaram aumento significativo no Vd em relagdo aos animais com

baixa parasitemia (o = 0,05).
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A extensao de distribuicdo de farmacos para o espago extravascular depende
do fluxo sanguineo local, da fracdo livre do farmaco no plasma e também da
permeabilidade do farmaco na barreira sangue-tecido (PUSSARD et al., 2003).

Na malaria, devido ao processo inflamatério local, ocorre alteracdo na
permeabilidade hepatica, causando extravasamento de plasma para o liquido
intersticial (HENRY, 1999). Este fato poderia conduzir a uma diminuigdo no volume
de distribuicdo de farmacos. Outro fator associado a reducédo no Vd é a diminuicao
do fluxo sanguineo durante a infeccdo (PUKRITTAYAKAMEE et al, 1997).
Alteragbes do Vd também estdo relacionadas com mudangas na ligagao de
farmacos as proteinas plasmaticas. Com o aumento da fragdo livre plasmatica,
poderiam ser observados valores de Vd aumentados. Os resultados da Tabela 21
mostram uma tendéncia de aumento do Vd para animais com alta parasitemia em
relacdo aos sadios, indicando que o aumento da fragcao livre da quinina, conforme
relatado em 5.6, seria o fator determinante deste equilibrio. Apesar de nao ser
significativo, o aumento do Vd do farmaco ( = 10 L) pode ser clinicamente relevante.
Neste contexto, o resultado obtido para o grupo de baixa parasitemia ndo pode ser
explicado. Cabe ressaltar, novamente, a grande variabilidade observada para este
parametro para o grupo de animais sadios (em torno de 57 %), o que certamente

nao permitiu demonstrar a significancia da variagéo observada.

Alteracdes no volume de distribuicdo da quinina devido a infeccdo malarica
sao relatadas na literatura. Mansor e colaboradores (1990) observaram redugao no
volume de distribuicdo apds perfusdo de 1 mg de quinina em figado isolado de ratos
machos Sprague-Dawley infectados com Plasmodium berghei (n = 6). Os autores
sugeriram que a diminuicdo observada deveu-se a reducdo da concentracdo de
quinina no tecido hepatico. Nesse estudo, os autores ndo associaram a alteragao de
Vd a variagbes nas proteinas plasmaticas por terem investigado a farmacocinética
da quinina in situ. Durante a infeccdo malarica em camundongos, Pussard e
colaboradores (2003) observaram que o volume de distribuicdo apresentou-se

negativamente relacionado com a parasitemia. As hipotese levantadas pelos
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autores para justificar esta observagao incluem alteragdes na penetracao intra-

eritrocitaria do farmaco e na permeabilidade tecidual.

A reducao do Vd da quinina relatada na literatura devido a infecgao malarica
(MANSOR et al., 1991; PUSSARD et al., 2003) nao se confirmou neste trabalho. Os
estudos destes autores, no entanto, foram realizados em condi¢des diversas das
utilizadas neste trabalho que foi conduzido com ratos Wistar jovens e que

demonstrou aumento da fragao livre da quinina devido a infeccao.

O aumento nao significativo do volume de distribuicdo, em consequéncia do
aumento da fracao livre da quinina observado em ratos infectados por Plasmodium
berghei com alta parasitemia, associado a reducédo nao significativa do clearance,
predominantemente devido a diminuicdo do clearance intrinseco, resultou em
aumento significativo (a0 = 0,05) do tempo de meia-vida do farmaco nesse grupo de
animais em relagdo aos sadios (de 6,0 + 3,3 h para 12,3 + 4,6 h), conforme

observado na Tabela 21.

5.8.2. Distribuicao Tecidual

A atividade dos farmacos antimalaricos € dependente da concentragao
atingida no local de agado. A falta de efetividade da quinina sob as formas hepaticas
dos parasitas da malaria (TRACY e WEBSTER, 1996; RANG, DALE e RITTER,
2001) pode ser resultado da baixa concentragdo atingida no figado apds sua

administragao.

Para investigar esta hipétese, as concentragdes livres teciduais de quinina
foram determinadas pela técnica de microdidlise em animais sadios e em animais

com alta parasitemia (n = 10/grupo). Em paralelo ao tecido hepatico, foram
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determinadas as concentracgdes livres do farmaco no tecido muscular, por ser um

tecido n&o atingido pelos parasitas.

A microdialise permite determinar as concentragdes livres das substancias de
interesse em tecidos ou 6rgaos sob investigacdo. Apresenta vantagens sob outras
técnicas de amostragens, pois permite a coleta de amostras com menos
interferentes causando pouca lesdo tecidual (BENVENISTE e HUTTEMEIER, 1990).
No entanto, para que o dialisado reflita a concentragdo real livre no tecido, é
necessario que a recuperagao das sondas seja previamente estabelecida (DE LA
PENA, LIU e DERENDORF, 2000).

Como a microdidlise ndo é relatada na literatura como técnica de
quantificacdo de quinina em tecidos periféricos, foram necessarios testes de
recuperacao da sondas in vitro e in vivo nos tecidos de interesse. Os testes in vitro
foram delineados a fim de se estabelecer as condicbes a serem utilizadas nos

experimentos in vivo.

5.8.2.1. Recuperagao das Sondas de Microdialise in vitro

A recuperacdo das sondas de microdialise in vitro foi determinada pelas
técnicas de ganho e perda. Considerando a relevancia da temperatura,
isotonicidade e pH do meio no transporte de substancias através de membranas
poliméricas (BENVENISTE e HUTTEMEIER, 1990), todos experimentos de
recuperacao in vitro foram conduzidos com solugdo de Ringer a 37,0 £ 1,0 °C,

mimetizando o espaco intersticial in vivo.

Inicialmente, pela técnica de ganho, foi investigada a influéncia do fluxo de
perfusdao e da concentracdo de quinina no meio sobre a recuperagao in vitro. As

sondas de microdialise (n = 4) foram imersas em solugdes de Ringer contendo 0,5 e
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1 ug/mL de quinina. Para cada concentracdo testada, perfundiu-se solugdo de
Ringer com fluxo de 1,0, 1,5, 2,0, e 3,0 pL/min. Os resultados podem ser

observados na Tabela 22.

Tabela 22. Recuperacio das sondas de MD in vitro, pela técnica de ganho, para as
concentragdes de quinina de 0,5 e 1 pg/mL com diferentes fluxos de

perfusao.

Recuperagao Concentracao de Quinina

in vitro por

Ganho (%) 0,5 ug/mL 1,0 pg/mL
Fluxo (uL/min) 1,0 1,5 2,0 3,0 1,0 1,5 2,0 3,0
Sonda A? 32+29| 30+1,6 [20+0,3|19+0,4|30+1,3| 27+0,7 |19+1,8| 16+0,4
Sonda B? 39+21| 31£28 [25+0,6 (1910041 +£1,7| 3129 |27+£0,7| 20£4,0
Sonda C? 46+1,4| 37+1,9 [30+1,4(24+0,7|50+2,0| 36+1,1 |34+1,6| 24+4,0
SondaD? nd nd nd nd |40+0,9 nd 25+09| nd
Média das

39+7,0| 33+3,8 25+50|21+29]|40+82| 31+4,5 |26+6,2| 20+4,0

Sondas

@ Valores para n = 3 determinagdes
nd = ndo determinado

Observa-se na Tabela 22 e na Figura 26 que, com o aumento do fluxo de
perfusdo, houve uma diminuicdo da recuperagdo relativa das sondas de
microdialise. A recuperacdo obtida com fluxo de 1,0 pL/min foi aproximadamente
1,6 vezes superior a obtida com fluxo 2,0 uL/min. Essa relagao inversa entre o fluxo
de perfusdo e a recuperacao deve-se ao fato de que, com o aumento do fluxo, o
equilibrio entre os meios externo e interno diminui, diminuindo a passagem do
analito para dentro da sonda de microdialise e, conseqlientemente, a recuperacao
das sondas (BENVENISTE e HUTTEMEIER, 1990, JOHANSSEN et al., 1997).
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Figura 26. Influéncia do fluxo de perfusdo na recuperacao in vitro das sondas de
microdialise pela técnica de ganho (n = 4) (Média + D.P.).

Na Tabela 23, pode-se visualizar a razdo entre a recuperacio in vitro por

ganho obtida com as concentrag¢des de quinina de 0,5 yg/mL e 1,0 pg/mL.

Tabela 23. Razao entre a recuperacdo das sondas de microdidlise in vitro pela
técnica de ganho para as concentragdes de 0,5 e 1,0 uyg/mL de quinina
nos diferentes fluxos de perfusao.

Razao da recuperacgao in vitro por ganho para as concentragao
de 0,5 pg/mL e 1 pg/mL

Fluxo (ul/min) 1.0 15 20 3.0
Sonda A 1.08 121 1.02 1.02
Sonda B 0.96 1,01 0,92 0.96
Sonda C 092 1.03 0.89 0.98
Media das ) 99 40,08 | 1,08 40,11 | 0,95+ 0,06 |0,99 + 0,03
Sondas

A razao entre as recuperacdes para as duas concentracdes testadas nos

diversos fluxos situa-se na ordem de 1, comprovando que a recuperagao das sondas

de microdialise nao sofre influéncia da concentragao de quinina no meio externo.

Para os experimentos subseqiientes, foram selecionadas as condicbes de

fluxo de perfusdo de 1,0 yL/min e concentragdo de quinina de 1 pg/mL.
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Para a técnica de recuperagao por perda as sondas de microdialise (n = 4)
perfundidas com solugao de Ringer contendo 1 ug/mL de quinina, foram imersas em
solugéo de Ringer sem farmaco. Na Tabela 24 pode-se comparar os resultados das
recuperacoes obtidas pelas técnicas de perda e ganho. Observa-se que a taxa de
perda das sondas de microdialise ndo difere significativamente da taxa de ganho nas

condi¢des experimentais utilizadas (o = 0,05).

Tabela 24. Recuperagao das sondas de microdialise in vitro pelas técnicas de ganho
e por perda para o fluxo de 1 yL/min e concentracdo de quinina de 1
Mg/mL.

Recuperagao das Sondas de Microdialise in vitro (%)

Ganho Perda
Sonda A? 30+1,3 30£3,0
Sonda B? 41 +£1,7 43+1,7
Sonda C? 50+2,0 49+8,0
SondaD? 40+0,9 41+ 2,1
Média + D.P."? 39+9,8 40 £ 8,1

@ Valores para n = 3 determinagdes
® Valores para n = 12 determinacdes

Em estudos in vitro, normalmente utiliza-se como matriz uma solu¢do aquosa
contendo a substancia sob investigacdo. Nestas condi¢gdes, o analito pode se
movimentar livremente do meio externo para dentro da membrana de microdialise e
o fator limitante da recuperacgédo é o coeficiente de difusdo da substancia através da
membrana da sonda. Em estudos in vivo, onde além da tortuosidade existente ha a
limitacdo de volume do liquido intersticial disponivel, normalmente a recuperagcao
das sondas € menor ou, no maximo, igual a determinada in vitro (ELMQUIST e
SAWCHUK, 1997).

Considerando a complexidade da matriz in vivo em relagdo a matriz in vitro
utilizada, a realizacao de testes de recuperacao in vivo é imprescindivel para uma

acurada avaliagéo das concentragdes do farmaco no liquido intersticial.
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5.8.2.2. Recuperagao das Sondas de Microdialise in vivo

A determinagdo da recuperagdo das sondas de microdidlise in vivo foi
conduzida pelo método de retrodialise. Neste método, assume-se que as taxas de
perda e ganho do farmaco sdo semelhantes (ELMQUIST e SAWCHUK, 1997), o que

foi observado para a quinina nas condigdes in vitro investigadas.

A recuperacgao in vivo foi determinada perfundindo-se as sondas implantadas
no figado e no musculo de animais sadios e no figado de animais infectados (n =
4/tecido), irrigando-se as mesmas com solugdo de Ringer contendo quinina na

concentracao de 1 ug/mL e fluxo de 1,0 yL/min.

Os resultados obtidos mostraram que o processo de infecgdo nao alterou a
recuperagao das sondas de microdidlise no figado. A recuperagdo in vivo para
figado sadio foi de 38 + 9 % e para figado infectado de 34 + 6 %. Nesse 6rgao
também n&o se observou diferenga significativa (o = 0,05) entre as recuperacgoes in
vitro e in vivo. No tecido muscular, no entanto, a relagdo da recuperacgao in vitro/in
vivo foi de 1,65, demonstrando a reducdo da recuperacido das sondas de
microdialise in vivo. Este fato deve-se a maior tortuosidade e rigidez do tecido
muscular em relagdo ao tecido hepatico, o que dificulta a passagem do analito do
meio intersticial para a sonda e, dessa forma, observa-se uma menor recuperagao in
vivo comparando-se com a recuperagao obtida in vitro. O fator de correlagéo in
vivolin vitro de 1,65 foi utilizado para corrigir as concentragbes livres obtidas por

microdialise muscular.

5.8.2.3. Concentragoes Livres Teciduais da Quinina

A determinacdo das concentragdes livres teciduais e plasmaticas totais nio

pode ser realizada em paralelo, no mesmo animal, devido ao elevado tempo de
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meia-vida do farmaco. Para que fossem coletadas amostras por periodo de tempo
que contemplasse trés tempos de meia-vida da quinina e, dessa forma, fosse
caracterizada sua fase de eliminacao, os experimentos tiveram que ser conduzidos
em diferentes grupos de animais, devido a falta de resisténcia dos animais quando

submetidos simultaneamente a coleta de sangue e microdialisado hepatico.

Preliminarmente aos experimentos de microdiadlise nos animais, as sondas
foram calibradas in vitro e o valor da recuperacéo foi utilizado para corrigir os valores
encontrados no tecidos especifico. Para o tecido muscular, além da corregdo da

recuperacgao da sonda, foi utilizado o fator de ajuste in vitrolin vivo de 1,65.

Os perfis das concentragdes livres teciduais nos animais sadios e infectados

com alta parasitemia podem ser observados nas Figuras 27 e 28, respectivamente.
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Figura 27. Perfis médios de concentragéo livre hepatica (- -e- -) e muscular (—ms—) da
quinina obtidos apds administracdo oral de 250 mg/kg a ratos Wistar
sadios (n = 10) (Média £ D.P.).
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Figura 28. Perfis médios de concentragao livre hepatica (- -e- -) e muscular (—s—) da
quinina obtidos apds administragédo oral de 250 mg/kg a ratos Wistar
infectados por Plasmodium berghei com alta parasitemia (38,2 % *+ 12,6
%) (n = 10) (Média £ D.P.).

Pela visualizagdo das Figuras 27 e 28 pode-se observar a existéncia de um
platd nas concentragbes livres em ambos tecidos e grupos investigados. No
entanto, o tempo maximo de sobrevivéncia dos animais apds procedimento cirurgico
de implantagcdo das sondas foi de 12 horas e, como observado nos perfis
plasmaticos (Figura 20), o periodo subsequente a 12 horas é relevante no declinio
na curva de concentracdo versus tempo, caracterizando a eliminagdo do farmaco.
Portanto, a fase de eliminagdo da quinina nos tecidos investigados ndao péde ser
visualizada e, dessa forma, ndo foram estimados os parédmetros ty, ASCo- (tec) €

ASMCo-« (tec).

A partir dos perfis individuais de concentracéo tecidual livre por tempo, foram
calculados, para os diferentes tecidos e grupos investigados, os parametros
farmacocinéticos nao-compartimentais ASC0-720(tec), ASMCO0-720(tec) e MRT(tec)

até 12 h. Os resultados podem ser observados na Tabela 25.
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Tabela 25. Parametros farmacocinéticos nao-compartimentais obtidos dos perfis
individuais de concentragéo livre tecidual de quinina apdés administragao
oral de 250 mg/kg a ratos Wistar sadios e infectados por Plasmodium
berghei com alta parasitemia (n = 10/grupo).

Ratos Sadios Ratos Infectados com Alta
Parametro Parasitemia (38,2 + 12,6 %)
Figado Musculo Figado Musculo
227.770+ | 875112 + 205.331 + 581.317 +
ASC,. .min.mL"’
SCo-720 (ug.min.mL ") 130.836 | 531.007 120.940 467.092
+ + + +
ASMCao.r20 (mg.min2.mL‘1) 80.028 + | 280.498 + 63.976 + 175.475 +
47 177 85.062 42.029 53.487
MRT(h) 59+11 54+1,0 50+1,3 48+1,2

Como pode ser observado na Tabela 25, ndo foi observada diferenca
significativa nos valores de MRT obtidos entre os dois tecidos e grupos de animais
investigados (o = 0,05). Em ratos sadios, o tempo de residéncia médio hepatico e
muscular foi de 5,9 + 1,1 h e 5,4 £ 1,0 h, respectivamente. Em animais infectados,
os valores obtidos foram de 5,0 + 1,3 h e 4,8 £+ 1,2 h para figado e musculo,
respectivamente. A ASCy.720 hepatica para ratos sadios nao diferiu estatisticamente
da ASCy.720 hepatica obtida para ratos infectados. Também n&o houve diferenca
significativa entre a ASCy.720 muscular entre os animais sadios e infectados com alta

parasitemia.

Objetivando-se comparar os perfis plasmaticos livres com os perfis teciduais
livres da quinina, obtidos por microdialise, calculou-se as concentragdes livres
plasmaticas a partir das concentragbes totais obtidas experimentalmente,
considerando-se a ligagdo a proteinas plasmaticas concentragdo dependente
caracterizada no item 5.6. Para tanto, as equacbes descritas na Tabela 16 foram
utilizadas. Os perfis livres estdo mostrados nas Figuras 29 e 30 para os animais

sadios e com alta parasitemia, respectivamente.
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Figura 29. Perfil médio de concentracao livre plasmatica (—o—) e tecidual hepatica
(- -®--) e muscular (—m—) da quinina obtido apds administragédo oral de 250
mg/kg a ratos Wistar sadios (Média £ D.P.).
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Figura 30. Perfil médio de concentragao livre plasmatica (—o—) e tecidual hepatica
(- -e--) e muscular (—m—) da quinina obtido apds administragao oral de 250
mg/kg a ratos Wistar infectados por Plasmodium berghei com alta
parasitemia (38,2 + 12,6 %) (Média + D.P.).
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A partir das curvas de concentragao plasmatica livre (Figuras 29 e 30)
estimaram-se as ASC livres plasmaticas até 720 min (ASCo.720(plasma)) dOS grupos de
animais sadios e infectados com alta parasitemia, para fins comparativos com os
valores teciduais determinados para o mesmo tempo de coleta de dados.
Estabeleceu-se, entéo, a relagdo entre ASC livre plasmal/tecido para cada grupo de
animais, para musculo e figado, bem como a relagdo entre ASC livre dos dois
tecidos. As razdes entre as ASC teciduais foram obtidas individualmente, uma vez
que as coletas de microdialisado foram realizadas em paralelo, no mesmo animal de
experimentagéo. Para determinar a relagdo de ASCo.720(tecido)/ ASCo-720(plasma) foram
utilizados os valores médios pois as coletas ndao foram realizadas
concomitantemente, no mesmo animal. As relagdes de ASCire (0-720) podem ser

visualizadas na Tabela 26.

Tabela 26. Relagao entre os valores de ASCy.72 livre para plasma, figado e musculo
de animais sadios e infectados por Plasmodium berghei com alta

parasitemia.
Animais Animais
Relacao de ASC;; i Relacdo de ASC;; )

v livre (0-720) Sadios ¢ livre (0-720) Infectados
Musculo / Plasma 2,32 Mdusculo / Plasma 1,07
Figado / Plasma 0,43 Figado / Plasma 0,34
Musculo / Figado 2,74 + 0,92] Musculo / Figado 2,65+ 0,87

Mesmo com a maior fragdo livre plasmatica de quinina em ratos infectados
relatada em 5.6., que levaria a uma maior distribuicdo tecidual do farmaco, pode-se
observar na Tabela 26 que as razdes ASCo.720(tecido)/ ASCo-720(plasma) apresentaram-se
reduzidas durante a infecgéo, tanto para musculo como para figado, em relagéo as
observadas nos animais sadios devido a redug¢ao nas concentracoes livres teciduais
nos dois 6rgaos (Tabela 25) apds a infeccdo. Essa redugao nas fragbes livres
teciduais pode ser consequéncia da diminuicdo do fluxo sanguineo que ocorre na
malaria, corroborando com o sugerido por Pussard e colaboradores (2003) que

associaram a reducgao do clearance da quinina em camundongos com a redugao do
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fluxo sangliineo hepatico proporcional a severidade da doenca®, mesmo
considerando que o fluxo exerga pouca influéncia na depuragdo de farmacos com

baixa extracdo como a QN.

Orgaos de baixa perfusdo, como o musculo, poderiam sofrer mais influéncia
com a diminuicdo do aporte sangulineo, explicando, a maior diferengca detectada
entre as fragdes livres musculares de animais sadios e infectados que variou de 2,32
para 1,07, em comparagdo com a menor variagao observada para figado (Tabela
26).

A razéo entre ASCo.720(figado)/ ASCo-720(plasma) também reduziu devido a infecgéo,
no entanto, menos pronunciadamente. Este resultado pode estar relacionado com a
alta perfusao do 6rgao, fazendo com que a diminui¢cao do fluxo sanglineo durante a
malaria influencie menos a irrigagao local. Além disso, como ocorre aumento da
permeabilidade hepatica durante a infecgao, levando ao extravasamento de plasma
para o liquido intersticial, uma diminuicdo na fracdo livre hepatica em animais
infectados seria esperada. No trabalho realizado por Pussard e colaboradores
(2003), os autores ndo observaram diferenca entre as quantidades hepaticas de
quinina em camundongos sadios e com diferentes niveis de parasitemia apos
administragdo i.p. de 80 mg/kg. Porém, no referido trabalho, a quinina foi
quantificada em homogeneizado de tecido hepatico e, portanto, as quantidades
mensuradas referem-se a concentragao total do farmaco e ndo a concentragao livre

como as mensuradas por microdialise neste trabalho.

Mansor e colaboradores (1991), quantificaram a quinina em homogeneizado
de figado e coracao de ratos apds 12 h da administracao de 50 mg/kg do farmaco
pela via oral. Como as quantidades obtidas foram consideradas muito baixas, os

autores sugeriram que a quinina ndo se acumulava em 6rgaos com alta perfusao.

8 PUKRITTAYAKAMEE, S. et al. Hepatic blood flow and metabolism in severe falciparum malaria:
clearance of intravenously administered galactose. Clinical Science, v. 82, p. 63-70, 1992 apud
PUSSARD, E. et al. Quinine distribution in mice with Plasmodium berghei malaria. European Journal
of Drug Metabolism and Pharmacokinetics, v. 28, n. 1, p. 11-20, 2003.
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Esta hipotese foi confirmada neste trabalho pela raz&o entre ASCo.720(figado)yASCo.

720(plasma) que foi de 0,43 e 0,34 para animais sadios e infectados, respectivamente.

A falta de efetividade da quinina nas formas hepaticas de Plasmodium talvez
possa estar relacionada as concentracdes atingidas no 6rgdo, uma vez que as
concentracoes livres hepaticas obtidas foram menores que as concentracdes livres
plasmaticas efetivas no combate das formas eritrociticas do parasita, que sao na
ordem de 6,0 a 12,0 yg/mL em humanos (TAVARES, 1996; TRACY e WEBSTER,
1996), assumindo-se ligagdo as proteinas plasmaticas de 80 %. A falta de
efetividade da quinina sob as formas hepaticas do parasita pode, também, estar
associada com os mecanismos de interagcdo do farmaco com a forma hepatico do
Plasmodium.  Para avaliar estas hipdteses, mais experimentos devem ser
conduzidos na tentativa de determinar o mecanismo de penetracdo do farmaco no

parasita.

A razédo ASCo.720musculo)ASCo.720(figado) ObServada na Tabela 26 denota uma
maior concentragao da quinina no tecido muscular. Para o grupo de animais sadios
essa razao foi de 2,74 + 0,92 e para o grupo com alta infeccdo 2,65 + 0,87, néao
existindo diferenga significativa entre os grupos (a0 = 0,05). A maior afinidade da
quinina pelo tecido muscular ja havia sido previamente relatada por Kurz e Fichtl
(1985)°.

As fragdes livres hepaticas e musculares da quinina determinadas por
microdialise, apresentadas neste trabalho, podem contribuir para investigagdes
subsequentes da falta de efetividade do farmaco sob as formas hepaticas do
parasita, bem como permitem um melhor entendimento da distribuicdo da quinina
durante a infecgdo, uma vez que, até o presente momento, ndo haviam dados na

literatura sobre as concentragdes teciduais atingidas apos sua administracio.

° KURZ, H., FICHTL, B. Binding of drug to tissues. Drug Metabolism Reviews, v. 14, p. 467-510,
1983 apud MANSOR, S.M.; WARD, S.A.; EDWARDS, G. The effect of fever on quinine and quinidine
disposition in the rat. Journal Pharmaceutical and Pharmacology, v. 43, p. 705-708, 1991.
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Os resultados obtidos neste trabalho indicam que as alteragdes
farmacocinéticas da quinina causadas pelos diferentes niveis de parasitemia
observados na evolugdo da malaria devem ser levadas em consideragcao quando da
determinagcdo do esquema posoldgico do farmaco, visando garantir o sucesso
terapéutico e, principalmente, a seguranga para o individuo infectado. Apesar dos
resultados obtidos ndo poderem ser diretamente extrapolados para humanos,
indicam que a posologia da quinina deve ser definida considerando-se o estagio da
infeccado no individuo sob tratamento e que a mesma deve ser diferente da utilizada

para a profilaxia da malaria.
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6. CONCLUSOES

. O protocolo para desenvolvimento de malaria experimental em ratos Wistar foi
estabelecido através da inoculagdo i.v. de 10® hemaceas parasitadas por
Plasmodium berghei em animais de 5 semanas, obtendo-se 100 % de
mortalidade em 13-16 dias;

o O tratamento de ratos experimentalmente infectados com Plasmodium berghei
com 30 mg/kg/dia de cloroquina gq12h, nos dias 7 a 9 pés-infec¢ao, foi capaz de
erradicar a infeccao, demonstrando a adequabilidade do protocolo de malaria

experimental desenvolvido;

. As doses de quinina de 50 e 250 mg/kg administradas a gq4h e q8h pela via
oral, nos dias 7 a 9 pods-infeccao, foram efetivas na cura da malaria

experimental por Plasmodium berghei em ratos Wistar;

. A metodologia analitica por CLAE para analise das amostras de quinina em
plasma e microdialisado apresentou linearidade, precisao e exatidao dentro dos
padrbes estabelecidos para analise de farmacos em matrizes complexas. Os
limites de quantificagcao obtidos foram de 0,1 pg/mL e 10 ng/mL para plasma e

microdialisado, respectivamente;

. O modelo aberto de dois compartimentos adequadamente descreveu o perfil
plasmatico da quinina apds administragédo intravenosa da dose de 50 mg/kg a
ratos Wistar sadios resultando em Vd de 11,6 + 4,1 L.Kg", Cl de 5,8 + 2,2
Lkg'.h"etpde2,1+1,2h;
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O modelo aberto de um compartimento com duas constantes de absorcéo
paralelas foi capaz de modelar adequadamente os perfis plasmaticos de
quinina apos administragcao oral da dose de 250 mg/kg a ratos Wistar sadios e

infectados por Plasmodium berghei, com baixa e alta parasitemia;

Ndo foram observadas diferenca significativa entre os parametros
farmacocinéticos determinados apds administragdo oral de 250 mg/kg de
quinina a animais sadios e a animais infectados com baixa parasitemia (9,9 +
2,1 %);

Os animais infectados com Plasmodium berghei com alta parasitemia (37,4 +
8,7 %) apresentaram aumento significativo no tempo de residéncia médio e no
tempo de meia-vida da quinina em relacdo aos animais sadios e aos animais
com baixa parasitemia (9,9 + 2,1 %) apds administragdo oral da dose de 250
mg/kg. Uma tendéncia de reducdo do clearance e aumento no volume de
distribuicdo da quinina, proporcional ao nivel parasitémico foi observada sob

estas condi¢des experimentais;

A taxa de recuperagdo da quinina pelas sondas de microdidlise nao foi
concentracdo dependente na faixa de 0,5 a 1,0 pg/mL, sendo em média 41 +

7,5 %, independente do método de determinagéo in vitro (perda ou ganho);

A recuperacao in vivo das sondas de microdialise foide 38 +9 % e de 34 6 %
para tecido hepatico sadio e infectado, respectivamente, ndo sendo alterada

pela infecgdo malarica;

As fragdes livres musculares da quinina foram superior as fracbes livres
hepaticas, denotando uma maior afinidade do farmaco pelo tecido muscular,

mesmo apos a infeccao;
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As fragdes livres teciduais da quinina apresentaram-se reduzidas durante a
infeccdo malarica, tanto para tecido hepatico como para tecido muscular,

demonstrando menor distribuicdo do farmaco para os tecidos devido ao
processo infeccioso.
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Figura 31.

Perfis plasmaticos individuais da quinina administrada pela via i.v. na
dose de 50 mg/kg a ratos Wistar sadios modelados pelo programa
Scientist® segundo modelo de 2 compartimentos abertos.
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(cont.). Perfis plasmaticos individuais da quinina administrada pela via i.v.
na dose de 50 mg/kg a ratos Wistar sadios modelados pelo programa
Scientist® segundo modelo de 2 compartimentos abertos.
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Figura 32.

Perfis plasmaticos individuais da quinina administrada pela via oral na
dose de 250 mg/kg a ratos Wistar sadios modelados pelo programa
Scientist® para 1 compartimento com duas constantes de absorgado
paralelas.
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Figura 32 (cont.). Perfis plasmaticos individuais da quinina administrada pela via oral
na dose de 250 mg/kg a ratos Wistar sadios modelados pelo programa
Scientist® para 1 compartimento com duas constantes de absorgdo

paralelas.
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Figura 33. Perfis plasmaticos individuais da quinina administrada pela via oral na
dose de 250 mg/kg a ratos Wistar infectados por Plasmodium berghei
com baixa parasitemia modelados pelo programa Scientist® para 1
compartimento com duas constantes de absorcao paralelas.
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Figura 33 (cont.). Perfis plasmaticos individuais da quinina administrada pela via oral
na dose de 250 mg/kg a ratos Wistar infectados por Plasmodium berghei
com baixa parasitemia modelados pelo programa Scientist® para 1
compartimento com duas constantes de absorgéo paralelas.
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Figura 34. Perfis plasmaticos individuais da quinina administrada pela via oral na
dose de 250 mg/kg a ratos Wistar infectados por Plasmodium berghei
com alta parasitemia modelados pelo programa Scientist® para 1
compartimento com duas constantes de absorg¢ao paralelas.
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Figura 34 (cont.). Perfis plasmaticos individuais da quinina administrada pela via oral
na dose de 250 mg/kg a ratos Wistar infectados por Plasmodium berghei
com baixa parasitemia modelados pelo programa Scientist® para 1
compartimento com duas constantes de absorgio paralelas.
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