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A maléria é causada por protozoarios do género Plasmodium, sendo que o P. falciparum €
responsavel pela maioria das mortes. O quadro clinico dessa parasitose inclui febre, calafrios,
cefaleia, vomito, diarreia, anemia, coma e morte. O mais antigo antimalérico € a quinina, um
alcaloide obtido a partir da casca da arvore de espécies de Cinchona. Devido a sua toxicidade
e ao surgimento de novos farmacos, seu uso foi limitado, porém voltou a ter maior
importancia em virtude da resisténcia do plasmdédio a outros medicamentos. Uma alternativa
para minimizar a toxicidade é o desenvolvimento de uma forma farmacéutica capaz de tornar
esse farmaco menos tdxico, como os sistemas nanoencapsulados. O presente trabalho teve
como objetivo verificar parametros hematoldgicos, bioquimicos e de estresse oxidativo em
ratos Wistar tratados com nanocapsulas contendo quinina. Os animais foram divididos em
quatro grupos, 0s quais receberam os seguintes tratamentos: controle (solucdo salina - NaCl
0,9%); quinina livre (75mg/Kg/dia); nanocapsulas brancas; nanocapsulas contendo quinina
(75mg/Kg/dia). As formulacbes foram administradas trés vezes ao dia por via intraperitoneal
durante sete dias consecutivos. No oitavo dia os ratos foram eutanasiados e 0 sangue venoso
foi coletado para andlises posteriores. O tratamento com nanocapsulas contendo quinina foi
capaz de manter os niveis hematoldgicos dentro dos limites normais. Os marcadores das
funcbGes cardiaca, hepatica e renal apresentaram niveis sanguineos significativamente
diminuidos no grupo tratado com nanocépsulas contendo quinina em relagdo ao grupo tratado
com quinina livre. As enzimas antioxidantes catalase, superdxido dismutase e glutationa
peroxidase apresentaram uma atividade significativamente mais elevada no grupo tratado com
nanocapsulas contendo quinina comparado ao grupo quinina livre, assim como o nivel de
glutationa reduzida. A quinina foi capaz de induzir dano lipidico, proteico e genético, e sua
nanoencapsulacdo atenuou o dano. Assim, estes resultados demonstraram que a
nanoencapsulacdo pode ser eficaz na reducdo dos efeitos adversos causados pela quinina,
tornando este medicamento mais seguro para o tratamento da malaria.

Palavras-chave: maléria, quinina, nanocapsulas, hematologia, bioquimica, estresse oxidativo.
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Malaria is caused by protozoa of the genus Plasmodium, which P. falciparum is responsible
for the most deaths. The clinical picture this parasitosis include fever, chills, headache, vomit,
diarrhea, anaemia, coma and death. The oldest antimalarial is quinine, an alkaloid obtained
bark species Cinchona. Due to their toxicity and the appearance of new drugs, its use was
limited, but again had greater importance because to Plasmodium resistance to other drugs.
An alternative to minimize toxicity is the development of a pharmaceutical form capable of
less toxic drug, as nanoencapsulated systems. This present work had objective to verify
hematological, biochemical and oxidative stress parameters in rats Wistar treated with
nanocapsules containing quinine. The animals were divided into four groups which received
the following treatments: control (solution saline - 0.9% NacCl); free quinine (75mg/kg/day);
blank nanocapsules; quinine-loaded nanocapsules (75 mg/kg/day). The formulations were
administered three times a day intraperitoneally during seven consecutive days. On the eighth
day the rats were euthanized and venous blood was collected for followed analysis. Treatment
with quinine-loaded nanocapsules was able to maintain the blood levels with normal limits.
The markers of cardiac, hepatic and renal function showed blood levels significantly
decreased in the group treated with quinine-loaded nanocapsules compared to the group
treated with free quinine. The antioxidant enzymes catalase, superoxide dismutase and
glutathione peroxidase were significantly higher activity in the group treated with quinine-
loaded nanocapsules compared to free quinine group, as well as the level of reduced
glutathione. Quinine was able to induce lipid, protein and genetic damage, and its
nanoencapsulation attenuate the damage. Then, these results demonstrate that
nanoencapsulation can be effective in reducing the adverse effects caused by quinine, making
this a safer medicament for treatment malaria.

Keywords: malaria, quinine, nanocapsules, hematology, biochemistry, oxidative stress.
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APRESENTACAO

A presente dissertacdo foi dividida em trés partes principais. Na parte | encontram-se a
INTRODUGAO, a REVISAO BIBLIOGRAFICA e os OBJETIVOS. Os resultados que
fazem parte desta dissertacdo, assim como as secOes materiais e métodos, resultados,
discussdo e referéncias, estdo apresentados sob a forma de manuscrito, no item
MANUSCRITO, que esta na parte Il deste trabalho. O item CONCLUSAO, que apresenta
interpretacdes e comentarios gerais sobre os resultados mostrados nos manuscritos deste
trabalho, encontra-se na parte I11 desta dissertacdo, assim como o item PERSPECTIVAS,
onde estdo expostos 0s possiveis estudos para dar continuidade a este trabalho, e o item
REFERENCIAS, que se refere somente as citagBes que aparecem nos itens introdugio e
revisdo bibliografica desta dissertacao.
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PARTE |

1 INTRODUCAO

As doencas parasitarias sdo doencas infecciosas que atingem parte da populacdo
mundial. Elas estéo entre as principais causas de morte e podem limitar o desenvolvimento de
muitos paises (FRANCA et al., 2008).

A maléaria é uma das principais parasitoses, e a maioria dos casos e mortes ocorre na
Africa, principalmente em criancas. Protozoarios do género Plasmodium s&o 0s responsaveis
por causar esta enfermidade e cinco espécies infectam os seres humanos, sendo elas o
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium falciparum e,
descoberto recentemente, o Plasmodium knowlesi. A transmissdo do parasita ocorre pela
picada da fémea infectada do mosquito Anopheles, ainda que raramente possa ocorrer por
outros meios, como na transfusdo de sangue ou utilizacdo de agulhas contaminadas
(DANESHVAR et al., 2009; BRASIL, 2010b; SADANAND, 2010; WHITE et al., 2014).

O ciclo de vida do plasmddio € complexo e é dividido em duas etapas, sendo uma no
mosquito e outra no homem. Neste, ocorre inicialmente uma fase no figado, seguida de um
estagio no eritrocito, o qual é responsavel pelo surgimento dos sintomas clinicos e patoldgicos
da malaria (GARCIA, 2010; MANDAL, 2014).

As manifestaces iniciais da maléaria incluem febre, mal-estar, dor de cabeca, dor
muscular, fadiga, sendo que o paciente pode apresentar nauseas e vomitos. O quadro pode
evoluir e causar a disfuncdo de algum 6rgdo, podendo ocorrer anemia, hipoglicemia, edema
pulmonar, coma, entre outros (SADANAND, 2010; WHO, 2013b; WHITE et al., 2014).

Entre os fatores que contribuem para combater a malaria esta o controle do vetor e o
uso de inseticidas, bem como um cuidado com a higiene da localidade. Além disso, existem
varios farmacos antimalaricos disponiveis e a aplicagdo correta da terapia, que atualmente
envolve as terapias combinadas a base de artemisinina (TCA), proporciona um tratamento
mais eficaz (DONDORP et al., 2011; ADITYA et al., 2013; WHO, 2014).

A quinina, por sua vez, era o0 principal medicamento existente para tratamento da
maléaria. Devido ao surgimento de novos farmacos e, principalmente, sua elevada toxicidade,

seu uso foi limitado. A quinina esta relacionada a uma triade de toxicidade que envolve
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hipoglicemia, hipotensdo e cinchonismo, além de ser responsavel pelo surgimento de outros
efeitos adversos. Atualmente, em virtude da limitada disponibilidade de TCA e do surgimento
da resisténcia a outros antimalaricos, 0 emprego da quinina para tratamento da malaria tem
sido revisto (FRANCA et al., 2008; ACHAN et al., 2011).

Além disso, a maléria esté relacionada com a inducdo do estresse oxidativo, o qual
estd envolvido na progressdo de inimeras doencas. Muitos dos medicamentos antimalaricos,
dentre eles a quinina, podem aumentar a producdo de espécies reativas (ER) ou até inibir a
acao de enzimas antioxidantes, rompendo o equilibrio do parasita e ocasionando sua morte, ja
que o plasmodio é sensivel aos oxidantes; em contrapartida, também podem causar danos ao
hospedeiro (PERCARIO et al., 2012; DURAN-BEDOLLA et al., 2013). Camundongos
tratados com quinina apresentaram aumento no nivel de malondialdeido no miocardio,
evidenciando que o farmaco é capaz de ocasionar lesdo peroxidativa (OFUSORI et al., 2008).

A fim de garantir a seguranca do tratamento da maléria, a toxicidade induzida pela
quinina deve ser minimizada. Neste contexto, 0 emprego da nanotecnologia no tratamento e
diagnostico de inimeras patologias tem atraido a atencdo de pesquisadores. Uma nova forma
farmacéutica, como os sistemas nanoencapsulados, que podem direcionar o farmaco ao local
de acdo bem como melhorar seu perfil farmacocinético, seriam uma alternativa promissora
para contornar as limitagdes do tratamento com a quinina (HANS; LOWMAN, 2002;
PIMENTEL et al., 2007; SANTOS-MAGALHAES e MOSQUEIRA, 2010).

Até o momento, pouco se sabe sobre a seguranca dos sistemas nanoencapsulados,
assim como estudos relacionados ao efeito do tratamento com quinina livre e com
nanocapsulas contendo quinina sobre parametros hematoldgicos, bioquimicos e de estresse
oxidativo em ratos Wistar.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Malaria

Doencas parasitarias sdo doencas infecciosas causadas por um parasito protozoario ou
metazoario. Atualmente elas afetam grande parte da populacdo mundial, estando entre as
principais causas de morte, muitas vezes limitando o desenvolvimento de muitos paises, bem
como a qualidade de vida dos mesmos (FRANCA et al., 2008).

Essas patologias podem ocorrer em regides tropicais e subtropicais, bem como em
climas temperados (CDC, 2014). Estimativas apontam que em cada dez pessoas ho mundo,
uma delas sofre de infec¢do por um ou mais parasitas (REY, 2011).

Entre as principais parasitoses esta a maléria, também chamada de paludismo. Ela é
causada por protozoarios do género Plasmodium, sendo que em humanos as espécies
infectantes sdo o Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium
falciparum. Estudos recentes também relatam casos de infeccao por Plasmodium knowlesi. A
transmissdo no ser humano ocorre pela picada da fémea infectada do mosquito Anopheles
(FRANCA et al.,, 2008; WHITE, 2008; DANESHVAR et al., 2009; BRASIL, 2010b;
SADANAND, 2010).

A maioria dos casos de malaria no Brasil e no mundo é causada pelo P. vivax e P.
falciparum, sendo este 0 mais perigoso e a causa da maioria das mortes. O maior nimero de
casos e mortes devido a esta infeccdo ocorre na Africa, sendo a maioria em criancas
(PIMENTEL et al., 2007; WHITE et al., 2014).

Essa enfermidade pode levar a deficiéncias cognitivas em criancas e também reduzir o
desempenho escolar (FERNANDO et al., 2003; KIHARA; CARTER; NEWTON, 2006;
VITOR-SILVA et al., 2009). Pacientes malaricos podem ter a produtividade no trabalho
diminuida, bem como o desenvolvimento intelectual prejudicado (GREENWOOD et al.,
2005).
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2.1.1 Epidemiologia

A maléria é a mais importante e prevalente doenca parasitaria, e continua sendo um
problema mundial de sadde plblica (SANTOS-MAGALHAES; MOSQUEIRA, 2010;
MANDAL, 2014; WHITE et al., 2014). Os casos de malaria ocorrem principalmente em
regides tropicais e subtropicais, entretanto, hd um aumento mundial nos casos de malaria dos
viajantes e de imigrantes vindos de paises endémicos (GARCIA, 2010; WELLEMNS;
MILLER, 2014).

Estima-se que em seu &pice ocorreram, anualmente, cerca de 300-350 milhdes de
casos de maléaria no mundo. Ap6s campanhas para combater essa infeccdo, sua prevaléncia
diminuiu chegando a 400 mil casos em 1971, voltando a aumentar no final da década de 1970,
quando o numero de casos chegou a 16 milhdes (REY, 2011). Em 2012 ocorreram 207
milhdes de casos de maléria e cerca de 627 mil mortes, sendo que 90% delas ocorreram na
Africa (WHO, 2013a). Houve uma reducdo nos nimeros da malaria em 2013, sendo
registrados 198 milhdes de casos e 584 mil mortes (WHO, 2014). No mundo, 97 paises sao
considerados endémicos e cerca de 3,3 bilhdes de pessoas tém risco de contrair a malaria
(Figura 1), mas muitos paises estdo alcangando as metas estabelecidas para reverter a
incidéncia de maléria (WHO, 2014).

% Population at risk

Not endemic or no ongoing
transmission

0-20%

20-40 %

40-60 %

60-80 %

s . = 30-100%
o \
5,

FIGURA 1 - Populagéo (%) em area de risco em 2013.
Fonte: Global Malarie Mapper, 2015.

No Brasil a malaria foi um problema nacional de saide publica na década de 40,
quando cerca de 1/7 da populagéo era infectada a cada ano. O numero de casos diminuiu para

menos de 100 mil ap6s um intenso trabalho de controle dessa doenga. Entretanto, devido ao
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crescimento da regido amazoénica na década de 70, a incidéncia dessa infec¢do voltou a
aumentar (BRASIL, 2001).

Dados apresentados pelo Boletim Epidemiologico (BRASIL, 2013) demonstram que
0s casos de malaria no Brasil vém diminuindo. Em 2011 foram registrados cerca de 270 mil
casos, ou seja, uma redugdo de praticamente 57% comparada ao ano 2000 (Figura 2), e
ocorreram 69 mortes. Na regido amazonica, classificada como area endémica, sdo notificados

99,7% dos casos de malaria.
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FIGURA 2 - Nimero de casos de malaria registrados no Brasil.
Fonte: Brasil, 2013.

O comprometimento politico e os investimentos no combate a malaria, assim como o
aumento no controle do vetor, os testes de diagnostico e o tratamento com TCA, tém levado a
grandes avan¢os contra esta doenca. Entre 2000 e 2013 as taxas de mortalidade da malaria
reduziram em 47% a nivel mundial, em todas as faixas etarias, chegando a uma reducdo de

53% em criangas menores de cinco anos (WHO, 2014).

2.1.2 Agente Etioldgico e Vetor

O agente etiologico da malaria é o protozoario pertencente ao filo Apicomplexa, classe
Sporozoa, familia Plasmodiidae e do género Plasmodium (REY, 2011). Existem cerca de 100
especies deste parasita que podem infectar diversas espécies de animais. Ha anos é
reconhecido que os seres humanos podem ser infectados pelo P. vivax, P. malariae, P. ovale,
P. falciparum e P. knowlesi, (CDC, 2012a).
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A maioria das mortes devido a maléria é causada pelo P. falciparum, visto que é
considerado o mais virulento. Na infeccdo por esta espécie sdo formadas proeminéncias na
superficie dos eritrocitos, responsaveis pela adesdo destes aos microvasos. Essa aderéncia
ocasiona danos teciduais caracteristicos da malaria cerebral (MC), como obstrucdo vascular,
hipoxia tecidual e necrose (COLTEL et al., 2004; PIMENTEL et al., 2007; GREENWOOD et
al., 2008).

O P. vivax, por sua vez, € menos letal, sendo ele o responsavel pela maioria dos casos
de maléria no Brasil. Para invadir as células, essa espécie necessita um receptor (antigeno
Duffy) expresso na superficie dos eritrocitos. O P. ovale causa uma infeccdo menos grave
que o P. vivax, mesmo possuindo caracteristicas clinicas similares a este (GREENWOOD et
al., 2008; GARCIA, 2010; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

O P. malariae tem a caracteristica de poder persistir por décadas no organismo, em um
estado de infeccdo assintomatico. O P. knowlesi € uma espécie parasita de macacos e foi
descoberta recentemente como um agente etiologico da maléria em humanos (GREENWOOD
et al., 2008; DANESHVAR et al., 2009).

A transmissdo da malaria ocorre através da picada da fémea do mosquito Anopheles.
Sao conhecidas em torno de 400 espécies deste mosquito, sendo 30 delas consideradas bons
vetores. No Brasil o Anopheles darlingi é o principal vetor dessa infeccdo (BRASIL, 2010b;
WHO, 2014). Ainda que raramente, a transmissdo da malaria também pode ocorrer de outras
formas, como por transfusdo de sangue ou utilizacdo de agulhas contaminadas, chamada
malaria induzida (HERWALDT, 2001; BRASIL, 2010b; WHO, 2013b).

2.1.3 Ciclo do Parasita

O ciclo de vida do plasmddio ocorre em duas fases, sendo uma no hospedeiro
vertebrado e uma no vetor (Figura 3). A infeccdo malérica inicia-se no momento em que a
fémea do mosquito Anopheles pica 0 homem e inocula os esporozoitos, formas infectantes do
Plasmodium, na corrente sanguinea, que imediatamente se deslocam para o figado e invadem
os hepatocitos (FRANCA et al., 2008; MANDAL, 2014).

Nessa fase, denominada ciclo pré-eritrocitico ou exo-eritrocitico, cuja duragdo varia
dependendo da espécie que causou a infecgdo, ocorre a formagdo dos merozoitos. Em casos

de infeccédo por P. vivax e P. ovale, devido as caracteristicas dessas espécies, 0S esporozoitos
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podem ocasionar recaidas, ja que podem permanecer latentes no figado por meses ou anos,
sendo neste caso chamados de hipnozoitos (BRASIL, 2010a; GARCIA, 2010).

A\ = Estagio de infecpio
M= Fas= d= disgnstioo Estagio no Homem [Figado)

Hepatdcitos ’,——-.‘

- . Hepatdcitos
Estagio no Mosquito infectades

. ERLF:ELT-:': 'ﬂﬁ

et oocistos

24l Mosquito suga sangue
BN _-"\ (injeta esporoasi tas) Ciclo Exo-eritrocitico

Docistos
@O N Liberagio e -
ﬁ - uptura esquizonts -
esporozoitos T
- ¢ wete, -.._ > © )
il vy _4#5-;_:. Esquizonte

S

S e o "
e et
%

.
. - -
Ciclo Esporogonico 1 E=tagio no Homem (Sangue)
p #
5 T
‘h " . Trofozoita imature
) Cocineto O ' \ [ (Estagio de ansl)
Mosguito suga sangus *
Macrogametdotip  GOM gametocites
o c B
g Mg / oy ’\ - Ciclo Eritrocitico A
Micregamets entra v = 0ok,
no rracr{:r;arrat,aﬂ ng = Vi g

. . 2 Len
F falcipanum G
\Q' ) Ruptura Kﬁ. Fut 4 ‘/

g MEnozoi to ‘.‘“' A

e

Flagelagso dos

By = . ; 5
Microgametocitos Q m’ -Jnrr=-l:{:-..,|t{:-=~ ﬂ E=sguizonts o
et -
P vivax ""-—_ --‘L.ﬁ-ﬁ" Gametécitos
P ovalg .j‘
F madarsms

FIGURA 3 - Ciclo de vida do parasita da malaria. O ciclo ocorre em dois hospedeiros — homem e mosquito.
Primeiramente a fémea do mosquito Anopheles infectada inocula os esporozoitos no hospedeiro humano (1). Os
esporozoitos infectam as células do figado (2) e amadurecem, sendo entdo chamado de esquizontes (3), que se
rompem e liberam merozoitos(4). Apds este estagio inicial no figado, denominado ciclo exo-eritrocitico (A), os
parasitas infectam as células vermelhas do sangue (5) e se multiplicam assexuadamente nos eritrocitos
(esquizogonia eritrocitica) (B). Os trofozoitos amadurecem formando esquizontes, que se rompem e liberam os
merozoitos (6). Alguns destes parasitas se diferenciam em estégios eritrocitarios sexuais — gametdcitos:
microgametdcito (sexo masculino) e macrogametdcito (sexo feminino) (7). Quando o mosquito pica um ser
humano infectado, ele ingere estes gametas (8), entdo se inicia o ciclo esporogdnico (C). No estdmago do
mosquito 0s microgametas penetram nos macrogametas, formando zigotos (9), que se tornam moveis e
alongados, sendo entdo denominados oocinetos (10), que por sua vez se desenvolvem em oocistos (11). Estes
crescem, rompem e liberam esporozoitos (12), que vao para a saliva do mosquito.

Fonte: Adaptado de: CDC, 2012b.

Apds a ruptura do hepatdcito, os merozoitos invadem as hemacias e iniciam o ciclo
eritrocitico. Essa fase € responsavel pelas manifestacGes clinicas da malaria e se repete em
prazos regulares, dependendo de cada espécie. Com o avanco da infeccdo malarica, 0s
merozoitos se transformam em trofozoitos, que se desenvolvem e se dividem em novos

merozoitos. Quando o eritrdcito se rompe, 0s merozoitos sdo liberados e podem iniciar uma
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nova infeccdo ou se transformar em gametécitos, formas que ndo se dividem (CUNICO et al.,
2008; SADANAND, 2010; MANDAL, 2014)

O mosquito, através da picada, suga o sangue do individuo infectado. No intestino do
mosquito inicia-se o ciclo sexuado dos gametocitos, ocorrendo a formacdo de gametas
masculinos e femininos. Estes gametas se unem e formam o zigoto, que se transforma em
oocineto, forma que se move em direcdo ao epitélio da parede intestinal, onde se aloja e
transforma-se em oocisto. Este passa por uma multiplicacdo esporogbnica e, devido seu
rompimento, libera esporozoitas que invadem a hemolinfa do inseto, podendo migrar para as
glandulas salivares. Assim, 0s esporozoitos estdo prontos para serem injetados na corrente
sanguinea do hospedeiro e iniciar um novo ciclo (CUNICO et al., 2008; FRANCA et al.,
2008; GARCIA, 2010).

2.1.4 Sintomatologia

Na primeira semana apés a picada do mosquito, durante a fase pré-eritrocitica, o
individuo ndo apresenta sintomas. As manifestacfes clinicas e patolégicas da malaria
comecam a surgir quando o plasmddio infecta os eritrécitos e o quadro de sintomas pode
progredir uma vez que o parasita infecta diversos érgaos, como figado, cérebro, baco e vasos
sanguineos (GARCIA, 2010; PAGARO; JADHAYV, 2013).

Inicialmente ocorre uma ligeira elevacdo da temperatura, mal-estar, cefaleia, dor
muscular, desconforto abdominal e fadiga, mas também podem ocorrer nduseas, vomitos e
hipotensdo ortostatica. Entretanto, por serem sintomas comuns a diversas doencas, Sao
necessarios acompanhamento e exames especificos para um diagnéstico definitivo
(SADANAND, 2010; WHITE et al., 2014).

O acesso malarico inicia quando a temperatura comeca a aumentar e o individuo tem
sensacdo de frio e calafrios. Apds a primeira fase, o individuo tem sensacdo de calor e sua
temperatura pode chegar aos 41°C, bem como pode apresentar cefaleia, vomito e nausea. Essa
fase é entdo seguida de sudorese e por uma queda na temperatura (BRASIL, 2010b;
GARCIA, 2010).

Criancas, gestantes e adultos de areas ndo endémicas que visitam areas de transmisséo
ativa sdo os mais propensos a desenvolver a doenca. Na maléria grave, ou seja, quando ha

disfuncdo de algum orgéo vital, as manifestacbes dependem da idade e da intensidade de
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transmissdo do local. Em geral, em criangas € mais comum a presenca de anemia grave e
hipoglicemia e em adultos podem ocorrer edema de pulmao, ictericia e insuficiéncia renal,
sendo que em ambas as faixas etarias podem ocorrer acidose e coma. A presenca de anemia
pode ser devido a varios mecanismos que podem ocasionar tanto o aumento da hemolise
quanto a diminui¢do da producdo de eritrocitos (DONDORP et al., 2008; GARCIA, 2010;
WHO, 2013b; WHITE et al., 2014). A hipoglicemia, que estd associada ao consumo de
glicose pelo parasita, e 0 aumento nos niveis de lactato sdo alteracfes graves da malaria que
estdo relacionadas ao mau prognostico da doenca (HORTELANO et al., 2013).

Além dos sintomas descritos, também podem ocorrer convulsdo, trombocitopenia,
sangramento espontaneo, fraqueza generalizada, dificuldade em respirar, choque circulatério
e hemoglobindria, como também a presenca de alta parasitemia e de esplenomegalia e
hepatomegalia, devido a remocdo das hemacias lesadas e do pigmento malarico (BECKER et
al., 2004; PIMENTEL et al., 2007; PAGARO; JADHAYV, 2013; WHO, 2013b).

2.1.5 Diagnostico

Quando se suspeita que uma pessoa tenha maldria, € importante saber a residéncia do
paciente e se ele viajou para alguma &rea endémica. Os sintomas desenvolvidos pelo
individuo portador da malaria ndo sdo precisos, visto que essa enfermidade pode ser causada
por mais de uma espécie de plasmodio. Assim, testes rapidos ou através de microscopia sdo
fundamentais para se realizar um diagnostico preciso, 0 que pode ajudar a evitar casos de
resisténcia aos medicamentos e efeitos adversos (ADITYA et al., 2013; WHO, 2013b).

O padrdo ouro para deteccdo do plasmddio no sangue é a microscopia, que pode ser
realizada em um esfregaco ou na gota espessa de sangue. E um método simples, de baixo
custo e de facil realizacdo, que permite analisar a morfologia do parasita e verificar seu
estagio de desenvolvimento, bem como detectar uma baixa parasitemia (BRASIL, 2010b;
ADITYA etal., 2013; WHO, 2013b).

Os testes imunocromatogréaficos, por sua vez, envolvem a detec¢do de antigeno do
parasita por anticorpo monoclonal. Entretanto, seu custo € elevado, comparado a microscopia,
além de ndo permitir verificar o nivel de parasitemia nem fazer a distincdo entre alguns
plasmédios (BRASIL, 2010a).
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2.1.6 Profilaxia e Tratamento

O controle do vetor é uma das formas de erradicar a maléria. Para isso, faz-se o uso de
inseticidas no interior das casas, bem como de mosqueteiros. Também sdo usados repelentes
corporais, que sdo Uteis no combate a malaria, assim como a manutencdo da higiene local
(PHILLIPS-HOWARD et al., 2003; GREENWOOD et al., 2005; ADITYA et al., 2013).

A terapéutica antimalarica tem como objetivo impedir o ciclo reprodutivo sanguineo
do protozoéario, eliminar os gametdcitos, bem como impedir recidivas da infecgdo (BRASIL,
2010a). Os farmacos antimaléricos disponiveis no mercado sdo de origem natural ou
compostos sintéticos, especificos para cada etapa de vida do plasmédio (FRANCA et al.,
2008).

Dentre os quimioterapicos disponiveis para o tratamento dessa parasitose incluem-se
biguanidas (proguanil), diaminopiridinas (pirimetamina), diclorobenzilidina (lumefantrina),
hidroxinaftoquinonas (atovaquona), lactonas sesqui-terpénicas (derivados da artemisinina,
artesunato e artemeter) e quinolinas (quinina, cloroquina, halofantrina), que podem ser
utilizados associados com outros medicamentos (sulfonamidas, tetraciclinas e lincosamidas)
(PIMENTEL et al., 2007).

Recomenda-se como terapia de primeira linha para maléria P. falciparum o uso de
TCA, assim como no caso de malaria P. vivax cloroquina-resistente. Um potente tratamento
para malaria, a TCA consiste na artemisinina ou um de seus derivados, como o artemeter e 0
artesunato, combinado com um antimalérico de acdo prolongada. A artemisinina, isolada da
erva chinesa Artemisia annua, possui alto indice terapéutico e reduz a carga parasitéria ja em
48 horas de tratamento (DONDORP et al., 2011; ADITYA et al., 2013; MANDAL, 2014,
WHO, 2014).

Além da terapéutica com TCA, a terapia com cloroquina, sulfadoxina-pirimetamina e
amodiaquina também e eficaz, segura e acessivel (MANDAL, 2014). A cloroquina, que tem
acdo répida, boa disponibilidade, baixa toxicidade e custo acessivel, € o medicamento
utilizado para malaria P. vivax, em areas onde ndo ha resisténcia a esse farmaco, combinada
com um tratamento com primaquina, para profilaxia (SANTOS-MAGALHAES;
MOSQUEIRA, 2010; WHO, 2014).

A quinina age sobre as formas eritrociticas sexuadas e foi considerada referéncia para
tratamento da maléria. Seu uso foi limitado devido a seus diversos efeitos adversos e a

introducdo de farmacos mais efetivos. Entretanto, 0 emprego da quinina para o tratamento da
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malaria tem sido revisto devido aos casos de resisténcia a cloroquina e a limitada
disponibilidade de TCA (FRANCA et al., 2008; ACHAN et al., 2011).

Dificuldades em erradicar a malaria podem ocorrer devido a inUmeros fatores, como
falhas nas campanhas de combate a malaria, condicdo socioecondmica dos individuos
afetados e resisténcia do mosquito aos inseticidas. Além disso, o complexo ciclo de vida do
parasita € o regime de tratamento antimalarico normalmente composto por mais de um
farmaco podem causar varios efeitos adversos e, assim, contribuir para que o paciente
interrompa o tratamento, bem como, para que o parasita desenvolva resisténcia aos
medicamentos (PIMENTEL et al., 2007; SANTOS-MAGALHAES; MOSQUEIRA, 2010).

Em alguns paises 0 mosquito esta manifestando resisténcia aos inseticidas e o parasita
também vem mostrando resisténcia a artemisinina (WHO, 2014). Em virtude disso, a busca
por uma vacina contra malaria, bem como, por farmacos menos toxicos e mais eficazes ou por
novas formas farmacéuticas torna-se uma alternativa promissora ao combate da malaria
(OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010; SANTOS-MAGALHAES; MOSQUEIRA, 2010;
MANDAL, 2014).

2.1.6.1 Quinina

O efeito medicinal da quinina, extraida da Cinchona, ja era conhecido pela sociedade
indigena. A casca dessa arvore era utilizada para tratamento da febre e foi importada para a
Europa pelos padres jesuitas, por volta de 1630. Dela foram extraidos os primeiros compostos
quinolinicos antimalaricos, sendo o principal deles o alcaloide quinina (6’-methoxicinchinan-
9-ol). A estrutura quimica da quinina é composta por dois nicleos (Figura 4). A oxidacgdo
nesses nucleos forma os seus metabdlitos. No ndcleo quinuclidina as reagBes ocorrem,
preferencialmente, na posicdo C-3, podendo também ocorrer na N-1 e na cadeia lateral de
vinil (BANNON et al., 1998; CUNICO et al., 2008; FRANCA et al., 2008).
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Nucleo Quinolina —

FIGURA 4 - Estrutura quimica da quinina.
Fonte: Adaptado de Bannon et al., 1998.

Durante sua metabolizacdo sdo produzidos diferentes metabodlitos, que foram
identificados na urina através do método de espectrometria. Bannon e colaboradores (1998)
separaram a quinina e dez metabdlitos, sendo que quatro deles foram identificados como 3-
hidroxiquinina, 2'-quinona, o-desmetilquinina e 10,11-dihidroxidihidroquinina e outros seis
provavelmente surgiram da transformacéo dos metabdlitos primérios (3-hidroxi-2'-quinona,
10,11-dihidroxidihidro-o-desmethilquinine, 10,11-dihidroxidihidro-2'-quinona, o-desmetil-2'-
quinona, o-desmetil-3-hidroxiquinine e o-desmetil-3-hidroxi-2'-quinona).

A quinina faz parte da familia das quinolinas e € um composto basico, por isso sempre
apresentado na forma de sal. Existem diversas preparagdes, sendo o dicloridrato mais
utilizado. Além da atividade antimalarica, esse farmaco tem atividade analgésica e é utilizado
para o tratamento de caimbras e como aditivo de bebidas (SAMANIDOU et al., 2005;
FRANCA et al., 2008; ACHAN et al., 2011).

Por cerca de 300 anos, a quinina foi o inico medicamento eficiente para tratamento da
maldria, sendo mais tarde substituida por farmacos sintéticos, que sdo mais eficazes e seguros,
além de serem sintetizados mais facilmente (SAMANIDOU et al., 2005; ACHAN et al.,
2011).

A quinina é rapidamente absorvida e altamente ligada a proteinas. Suas propriedades
farmacocinéticas e terapéuticas podem variar com a idade e a imunidade do paciente, bem
como com a gravidade da doenca (PUKRITTAYAKAMEE et al.,, 2003; ACHAN et al.,
2011). Doses terapéuticas de quinina sdo consideradas seguras no primeiro trimestre de
gestacdo e pouco se sabe sobre a seguranca do uso de TCA nesse periodo (McGREADY et
al., 2002; ACHAN et al., 2011). A quinina associada a clindamicina é recomendada nos casos

de maléria nesse periodo de gravidez (WHO, 2015).
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Esse farmaco atua principalmente na forma eritrocitéria do parasita, mas também nos
gametocitos de P. vivax e P. malariae, e ndo tem acdo na forma hepatica. Seu mecanismo de
acao ainda nao esta completamente elucidado. No eritrocito, o parasita depende da lise da
hemoglobina para sua nutricdo. Esse processo resulta na liberacdo do grupamento heme,
toxico ao parasita, que entdo é convertido em hemozoina, uma forma ndo tdxica. A quinina,
por sua vez, concentra-se nos vacuolos acidos alimentares do plasmddio e inibe a
polimerizacdo do heme em hemozoina. O parasita, entdo, ndo consegue inativar o heme e
morre devido o dano oxidativo na membrana, nas proteases digestivas e nas biomoléculas.
Para inativagdo do heme, primeiramente a quinolina liga-se ao heme e entdo este complexo
(heme-farmaco) satura as cadeias de polimero do heme (SULLIVAN et al., 1998;
SADANAND, 2010; CHIKEZIE; UWAKWE, 2011).

No entanto, este farmaco também é conhecido pelo baixo indice terapéutico e por seus
efeitos toxicos, o que tem limitado seu uso clinico. Um estudo retrospectivo realizado por
Rolling e colaboradores (2013) constatou que 71% dos pacientes tratados com quinina
apresentaram algum efeito adverso, mesmo quando administrada em doses terapéuticas.

A quinina esta relacionada a triade de toxicidade que envolve hipoglicemia (JONES et
al., 1986; OKITOLONDA et al., 1987), hipotensdo e cinchonismo, caracterizado por nausea,
vomito e cefaleia (WOLF; OTTEN; SPADAFORA, 1992; SAMANIDOU et al., 2005).

Relatos na literatura demonstram que esse antimalarico pode causar diversos outros
efeitos secundarios, como distarbios visuais (CANNING; HAGUE, 1988; VUSIRIKALA,
WILLIAMS; RAM, 2005) e disturbios auditivos (KARLSSON et al., 1990; TANGE, et al.,
1997; CLAESSEN et al., 1998; GURKOV et al., 2008), bem como dano cardiaco
(GOLDENBERMG; WEXLERM, 1988; BONINGTON et al., 1996; OFUSORI et al., 2008),
dano hepético (PEREZ et al., 1994), dano renal, como nefrite intersticial aguda (PAWAR;
JACOBS; SMITH, 1994) e danos hematoldgicos, que incluem trombocitopenia (BARRETT
et al., 1983), agranulocitose (SUTHERLAND et al., 1977), linfocitopenia (HOU et al., 1997)
e coagulacdo intravascular disseminada (SPEARING et al., 1990). Alguns efeitos adversos,
como o distarbio auditivo, dependem da concentracdo e podem ser reversiveis (CANNING;
HAGUE, 1988; ACHAN et al., 2011). Além disso, a quinina pode causar a Sindrome
Hemolitica-Urémica, caracterizada por anemia hemolitica, insuficiéncia renal aguda e
plaquetopenia (GOTTSCHALL et al., 1991).
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2.2 Sistemas Carreadores de Farmacos

Um dos maiores desafios para a industria farmacéutica e um importante campo de
pesquisa nos ultimos anos € a liberacdo de farmacos em locais especificos de acdo, que tem
como um dos objetivos aumentar a concentra¢do do farmaco no tecido alvo e, assim, reduzir
sua concentracdo em outros locais (SCHAFFAZICK et al.,, 2003; PARVEEN; MISRA;
SAHOO, 2012; KUMAR; ZHANG; LIANG, 2013).

Os sistemas nanoparticulados, que possuem até 1 micrébmetro de didmetro, sdo
exemplos de sistemas carreadores de farmacos (SOPPIMATH et al., 2001; HANS;
LOWMAN, 2002; ALLEN; CULLIS, 2004). Esses sistemas modulam a liberacdo do farmaco
e possuem diversas vantagens quando comparados a outras formas farmacéuticas e ao
farmaco livre, visto que podem direcionar o farmaco ao local especifico, proteger o farmaco
da degradacdo, diminuir a dosagem, reduzir efeitos adversos e melhorar o indice terapéutico
(ALLEN; CULLIS, 2004; CHO et al., 2008; FAROKHZAD; LANGER, 2009; PARVEEN;
MISRA; SAHOO, 2012; KUMAR; ZHANG; LIANG, 2013).

Esses vetores englobam os lipossomas, que possuem um ndcleo aquoso envolto por
lipidios, e as nanoparticulas (NP), que sdo formadas por polimeros degradaveis, e por isso séo
consideradas mais estaveis, e possuem diferentes composicGes e organizacdes estruturais,
podendo se diferenciar em nanocapsulas (NC) (nlcleo oleoso e parede polimérica) e
nanoesferas (matriz polimérica) (Figura 5) (COUVREUR; FATAL; ANDREMONT, 1991,
SOPPIMATH et al., 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003).
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FIGURA 5 - Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas: a) fa&rmaco dissolvido no
nacleo oleoso das nanocépsulas; b)farmaco adsorvido a parede polimérica das nanocépsulas; c¢) farmaco retido
na matriz polimérica das nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz polimérica
das nanoesferas.

Fonte: Schaffazick et al., 2003, p.726
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Apesar de apresentarem diversas vantagens, por serem suspensfes aquosas, as NP
apresentam problemas de estabilidade, biocompatibilidade de materiais, formacgdo de
precipitados durante 0 armazenamento e alto custo, que ainda devem ser contornados. Além
disso, deve-se observar o polimero utilizado na formulacdo das NP, pois ele pode afetar sua
estrutura e propriedades, bem como sua aplicagdo (HANS; LOWMAN, 2002;
SCHAFFAZICK et al., 2003; PIMENTEL et al., 2007).

2.2.1 Sistemas Nanoparticulados Contendo FArmacos Antimalaricos

A aplicacao da nanotecnologia no tratamento e diagnéstico de inimeras patologias tem
atraido a atencdo de pesquisadores que estdo na busca de uma nova forma farmacéutica para o
tratamento da malaria (COUVREUR; FATAL; ANDREMONT, 1991; HANS; LOWMAN,
2002; PIMENTEL et al., 2007).

Pesquisas com farmacos antimalaricos vém apresentando resultados promissores. A
encapsulacdo lipossémica de arteether, derivado da artesiminina, mostrou melhora na
biodisponibilidade e aumento na concentragdo maxima do farmaco, comparado a suspensdes
aquosas (BAYOMI et al., 1998). O estudo de Chimanuka e colaboradores (2002), realizado
com formulagdes lipossdmicas de artemeter, demonstrou boa estabilidade dessa formulacédo
bem como eficéacia no tratamento de camundongos infectados pelo P. chabaudi.

Estudos com NC contendo halofantrina mostraram um rapido controle do
desenvolvimento do parasita em camundongos infectados pelo P. berghei (MOSQUEIRA et
al., 2004) e também uma reducéo na toxicidade da farmaco (LEITE et al., 2007). Também foi
observada melhoria da eficacia terapéutica, com reducdo da dose em 25%, no tratamento da
malaria com nanoemulsdo de primaquina, comparado a solucdo simples desse farmaco
(SINGH; VINGKAR, 2008).

A concentragdo de quinina no cérebro aumentou quando foram utilizadas NC
conjugadas com transferrina, demonstrando que a MC pode ser tratada com nanossistemas
(GUPTA; JAIN; JAIN, 2007). No estudo realizado por Haas e colaboradores (2009), a
nanoencapsulacdo diminuiu a dose eficaz de quinina de 105 mg/kg/dia para 75 mg/kg/dia, ou
seja, cerca de 30%, bem como aumentou a concentracdo da farmaco nos globulos vermelhos,

melhorando sua eficacia.
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2.3 Estresse Oxidativo

2.3.1 Radical Livre e Espécies Reativas

No final de 1950, pouco se sabia sobre os radicais livres e antioxidantes na area das
ciéncias clinicas e bioldgicas. Somente ap0s a descoberta da superdxido dismutase (SOD), em
1968, os cientistas despertaram o0 interesse nessas substancias (GUTTERIDGE;
HALLIWELL, 2000).

Radical livre (RL) é toda espécie que contém um ou mais elétrons desemparelhados na
ultima camada e que possui um relevante grau de reatividade. No entanto, algumas ER nao
possuem elétrons desemparelhados, como o peréxido de hidrogénio (H,O;), ndo sendo
definida como RL (HALLIWEL, 1991; ARUOMA, 1998).

As ER podem ser derivadas do oxigénio molecular (ERO), do nitrogénio (ERN) e de
outras substancias quimicas. As ERO, espécies mais importantes geradas no organismo,
incluem os radicais hidroxila (OHe-), &nion superéxido (Oze-), 6xido nitrico (NO¢) e peroxil
(RO,¢), bem como as espécies ndo radicalares como H,0,, 0zonio (O3) e oxigénio singleto
(*O,). Existem também as ERN, como o NOe e peroxinitrito (ONOO-), bem como as ER
derivadas de cloro, enxofre e outros metais (ARUOMA, 1998; HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007; VASCONCELOS et al., 2007).

Os RL podem ser gerados de diferentes formas. No organismo eles podem ser
formados a partir do metabolismo humano, como na cadeia respiratéria, na fagocitose e na
oxidacdo de &cidos graxos, e também em condicdes fisiologicas e processos inflamatdrios ou
infecciosos. Fontes exogenas de RL incluem a poluicdo, fumaca, solventes e radiacdo
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008; RAO P et al.,
2011).

Em concentragdes fisiologicas, as ER desempenham importantes funcdes no
organismo (RAO P et al., 2011). ERO e ERN sédo necessarias para 0 processo de maturagdo
celular, podem exercer funcdo de moléculas sinalizadoras e atuar no sistema de defesa do
organismo, ja que os leucdcitos podem liberar RL para entdo destruir 0s micro-organismos
invasores (PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008; RAY; HUANG; TSUJI, 2012).



31

2.3.2 Dano Oxidativo

Uma producdo exagerada de RL faz com que o organismo acione o seu sistema de
defesa antioxidante, na tentativa de restaurar o equilibro. Quando este equilibrio ndo é
reestabelecido, desencadeia-se o estresse oxidativo (EO). Esse pode levar ao dano oxidativo
em biomoléculas como lipidios, proteinas e acido desoxirribonucléico (DNA) (VALKO et al.,
2006; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; VASCONCELOS et al., 2007).

A peroxidacgdo lipidica é a principal reacdo do EO. Os fosfolipidios compdem as
membranas celulares e podem ser degradados quando ocorre o dano oxidativo, visto que séo
alvos dos RL. Essa condicdo ocasiona dano celular, como alteracdo na integridade das
membranas (RAO P et al., 2011; NIKI, 2014). Nesse processo, um atomo de hidrogénio é
extraido de uma cadeia lipidica poli-insaturada, formando um radical que vai reagir com
outros lipidios da membrana, formando os lipidios hidroperéxidos (FERREIRA; ABREU,
2007). Esses lipidios ainda podem ser degradados em subprodutos que reagem com o0 acido
tiobarbitarico (TBA), conhecidos como substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS),
como malondialdeido (MDA), e que podem ser mensuradas para avaliar o dano lipidico
(OHKAWA,; OHISHI; YAGI, 1979; GRINTZALIS et al., 2013).

As proteinas também podem ser oxidadas por ER. Os RL podem ocasionar a
fragmentacdo da proteina, bem como, oxidar as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos
(THEROND et al., 2000). Quando sofrem oxidacdo alguns aminoécidos como a lisina,
arginina, prolina e treonina, produzem derivados de carbonila, que também podem ser
produzidos a partir de outras reacdes (THEROND et al., 2000; VASCONCELOS et al.,
2007). Esses grupamentos carbonilicos podem ser quantificados para avaliar a extensdao do
dano proteico (LEVINE et al., 1990).

Outro alvo dos RL sdo os &cidos nucléicos. Esse ataque dos RL gera danos ao DNA,
como ligagGes cruzadas ou quebras na cadeia de DNA, modificagdes nas bases e danos ao
actcar (THEROND et al., 2000; WELCH et al., 2002). O dano ao DNA pode ser quantificado
através da determinacdo da frequéncia de micronucleos, que sdo fragmentos ou partes inteiras
de cromossomos ndo incluidas no nucleo durante a divisdo celular, mas com caracteristicas
morfologicas semelhantes ao nucleo principal, apesar de menor (FENECH et al., 2011,
SCHMID, 1975).

Estudos apontam que o EO exerce um importante papel na progressdo de doencas

autoimunes, cardiovasculares, neurodegenerativas e cronicas, como cancer, artrite e
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envelhecimento (ARUOMA, 1998; PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008; HALLIWELL,
2011; RAO P etal., 2011).

2.3.3 Defesas Antioxidantes

Segundo Halliwell (1991), uma substancia que estd em baixas concentracfes
comparada a um substrato oxidavel e que inibe ou atrasa a oxidacdo desse substrato é
chamada de antioxidante. O organismo possui um sistema aprimorado de defesa antioxidante,
ou seja, moléculas que removem, neutralizam ou inibem a formacdo dos RL, protegendo o
alvo biolégico do dano oxidativo (HALLIWELL, 1991; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007; PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008).

O sistema de defesa antioxidante enzimético € representado, principalmente, pelas
enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). As
reacOes catalisadas por essas enzimas estdo demonstradas na Figura 6. A SOD é responsavel
pela dismutacdo do anion superdxido em H,0,, que por sua vez é decomposto pela CAT. A
GPx catalisa a mesma reacdo da CAT, porém utiliza um cofator, a glutationa reduzida (GSH).
Nesta reacdo € formada a glutationa oxidada (GSSG), que pela acdo da glutationa redutase
(GR), é transformada em GSH (VASCONCELOS et al., 2007; RAO P et al., 2011).

SOD = 20, +2H— H,0, + O,
CAT 22 H,0, - 2 H,0O + Oy

GPx = 2 GSH + H,0, — 2 H,0 + GSSG

FIGURA 6 - Reac0es catalisadas pelas enzimas antioxidantes.
Fonte: Adaptado de VVasconcelos et al., 2007.

Ja o sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico é representado por compostos
enddgenos como a glutationa (GSH), &cido Urico e transferrina, e compostos exdgenos como
vitamina E e C, B-caroteno, flavonoides, entre outros (PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008;
HALLIWELL, 2011; RAO P et al., 2011).
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2.3.4 Maléria e Estresse Oxidativo

A infeccdo pela malaria é acompanhada pela producdo aumentada de ER, levando a
um quadro de estresse oxidativo, que pode estar associado a fisiopatogenia desta enfermidade.
A producéo de citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o interferon gamma
(INF-y), em virtude da ativacdo da resposta imune do hospedeiro, ocasiona a ativacdo dos
fagocitos e producdo ERO. A infecgédo pelo plasmodio também resulta na reducédo dos niveis
das defesas antioxidantes (PABON et al., 2003; PERCARIO et al., 2012).

Além disso, durante o ciclo assexuado, que ocorre no eritrcito do homem, o parasita
necessita muito nutriente e, para isso, degrada a hemoglobina do hospedeiro. Neste processo,
que ocorre dentro do vacuolo digestivo do parasita, a porcdo heme se separa da por¢édo
globina e o ferro € oxidado. Os elétrons livres vdo entdo reagir com o oxigénio molecular,
formando ERO (BECKER et al., 2004; EREL et al., 2001; PABON et al., 2003).

O Plasmodium, por sua vez, é sensivel ao EO e necessita manter o equilibrio para
sobreviver. Segundo a revisdo feita por Duran-Bedolla e colaboradores (2013), o parasita
possui meios de retomar o equilibrio, contornando os efeitos do EO. Além de possuir um
sistema antioxidante, o parasita pode neutralizar o grupo heme, também chamado de
ferriprotoporfirina, agregando-o em um pigmento cristalino ndo toxico denominado
hemozoina, assim evitando sua toxicidade.

Véarios medicamentos disponiveis para tratamento da malaria agem rompendo o
equilibrio do parasita seja por acumular ou produzir ER ou por inibir a acdo de enzimas
antioxidantes; por outro lado, também podem causar danos ao hospedeiro (PERCARIO et al.,
2012; DURAN-BEDOLLA et al.; 2013). Estudos que envolvam quinina e o EO ainda sdo
escassos. Ofusori e colaboradores (2008) demonstraram que a administracdo cronica de

quinina pode aumentar os niveis de MDA no coracdo, evidenciando dano lipidico neste 6rgéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar o efeito do tratamento com nanocapsulas contendo quinina sobre parametros

hematoldgicos, bioquimicos e de estresse oxidativo em ratos Wistar.

3.2 Objetivos especificos

- Realizar a analise hematoldgica e total de contagem de plaquetas;

- Quantificar os marcadores enzimaticos para fungdes hepéatica (AST e ALT), renal
(ureia e creatinina) e cardiaca (CK e CK-MB);

- Determinar os niveis de homocisteina;

- Determinar o dano oxidativo em proteinas;

- Determinar o dano oxidativo em lipidios;

- Determinar o dano oxidativo no material genético (DNA);

- Determinar a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superdxido
dismutase (SOD), e glutationa peroxidase (GPx);

- Determinar os niveis de glutationa total (GSH).
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Abstract

Malaria is a parasitic disease, considered a global public health problem, caused by protozoa
of the genus Plasmodium and transmitted by the bite of the female Anopheles mosquito. This
disease includes symptoms such as fever, chills, headache, vomit, diarrhea and anemia, which
can lead to coma and death. Among the many drugs available for the treatment of malaria, the
most classic is quinine, an alkaloid extracted the bark of the Cinchona species, a potent blood
schizonticide. However, it has limited use because of their toxicity and the appearance of new
drugs. In this context, development of a dosage form capable of minimizing the toxicity
caused by quinine would be an alternative to overcome the limitations of treatment. Then,
nanotechnology has attracted the interest of researchers in nanoencapsulation drugs. This
study aimed to verify hematological, biochemical and oxidative stress parameters in rats
treated with quinine-loaded nanocapsules. The animals were divided into four groups which
received the following treatments: control (saline - 0.9% NaCl), free quinine (75mg/kg/day),
blank nanocapsules, quinine-loaded nanocapsules (75 mg/kg/day). The formulations were
administered three times a day intraperitoneally for seven consecutive days. On the eighth day
the rats were euthanized and venous blood was collected for followed analysis. Treatment
with quinine-loaded nanocapsules has shown promising results as it was able to maintain
blood levels within the normal range. While markers of cardiac, hepatic and renal function
had decreased blood levels compared to the treated group with free quinine. In addition, the
nanoencapsulation was able to significantly increase the activity of antioxidant enzymes and
mitigate the lipid, protein and genetic damage induced by free quinine. Then, the results
suggest that the nanoencapsulation of quinine was effective in reducing the adverse effects
caused by the drug, making it safer for the treatment of malaria.

Keywords: malaria, quinine, nanocapsules, hematology, biochemistry, oxidative stress.
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1. Introduction

The parasitoses are infectious diseases caused by protozoan or metazoan, considered a
worldwide public health problem. It is among the leading causes of death and sometimes
limiting the development and the quality of life in many countries (Franga et al., 2008).

Among the major parasitic diseases is malaria which, according to the World Health
Organization (2014), affected about 198 millions people and caused about 584 000 deaths in
2013, with 90% of these deaths occurred in Africa. In Brazil, in 2011, there were 270 000
cases, 99% of them in the Amazon region (Brasil, 2013b).

Malaria is caused by protozoa of the genus Plasmodium. In humans, the most common
species are P. vivax, P. malariae, P. ovale, P. falciparum and, more recently, P. knowlesi. It is
transmitted through the bite of infected female Anopheles mosquito (Franca et al., 2008;
Hortelano et al., 2013; White, 2008).

Symptoms of malaria include fever, chills, headache, vomiting, diarrhea, acidosis and
anemia, if not treated properly can lead to complications such as thrombocytopenia, renal
failure, pulmonary edema, coma and death (Hortelano et al., 2013; Rolling et al., 2013).
Treatment of this parasitosis aims to stop the blood reproductive cycle of parasite, eliminate
the gametocytes and prevent infection relapse (Brasil, 2010). Among the various drugs
available for the treatment of malaria, the most classic is quinine (Greenwood et al., 2008).

Quinine is an alkaloid extracted the bark of the Cinchona tree, according to the first
reports, around 1600 was used by Indians for treatment of febrile states (Achan et al., 2011,
Samanidou et al., 2005). This drug acts on erythrocyte form the parasite, the main antimalarial
until the last century. However, had limited use because both therapeutic dose as for overdose
is connected to a triad of toxicity involving hypoglycemia (Okitolonda et al., 1987; White,
1992), hypotension (White, 2007) and cinchonism (Achan et al., 2011; Wolf et al., 1992).
Moreover, it can cause visual disturbances (Vusirikala et al., 2005) and auditory (Girkov et
al., 2008; Tange et al., 1997) that may be reversible.

The mechanism action of quinine is not fully established yet, but believed that it
inhibits the formation of hemozoin and thus induces the production of pro-oxidants (Bedolla-
Duran et al., 2013). The storage of these substances, also called reactive species, associated
with a decrease in antioxidant defenses creates an imbalance triggering oxidative stress, which
plays an important role in development of complications caused of malaria (Halliwel, 2011,

Percario et al., 2012). A study in the myocardium of mice treated with quinine showed that
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the drug was able to induce oxidative stress generating lipid damage, evidenced by the
increase in the level of malondialdehyde (Ofusori et al., 2008).

Studies suggest that nanoencapsulated systems protect the drug toxicity of the body
and increase its bioavailability at the site of action, thereby decreasing their therapeutic
dosage (Kumar et al., 2013; Parven et al., 2012). However, not much known about the toxicity
of nanocapsules (NC), as well as on the effects their exposure (Elsaesser and Howard, 2012).

Thus, the objective of this study was to evaluate hematological, biochemical and

oxidative stress parameters in Wistar rats treated with quinine-loaded nanocapsules.

2. Material and Methods

2.1. Materials and reagents

All reagents were of analytical grade, purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA). Kits for the blood profile analysis and biochemical markers of cardiac, hepatic

and renal function (Labtest, Lagoa Santa, Minas Geras, Brazil).

2.2. Experimental Animals

This study was approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA) of the
Federal University of Pampa (UNIPAMPA) under the Protocol 033/2013, being this affiliated
with the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA). The experiments were
conducted in accordance with ethical and technical principles of animal experimentation
established by the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA)
and the law No. 11.794 8 October 2008 laying down the procedures for the scientific use of
animals (Brazil, 2008; 2013).

Were used 24 adult male Wistar rats, weighing about 150g, which remained in the
Bioterio from UNIPAMPA, campus Uruguaiana under standard environmental conditions,
kept in the cabin with cycle 12 hours light / dark, which received diet and water ad libitum, in
quantity and appropriate quality to maintain their health.

The animals were divided into four groups (n = 6) which received the following
treatments: control (saline - 0.9% NaCl), free quinine (75mg / kg / day), blank nanocapsules,

quinine-loaded nanocapsules (75 mg / kg / day).
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The formulations were administered three times a day intraperitoneally for seven days,
always at the same time (Haas, 2007). On the eighth day the animals were euthanized, venous
blood was collected and fractionated to evaluation hematological, biochemical and oxidative

stress parameters.

2.3. Preparation of suspensions of nanocapsules

The NC were prepared using interfacial precipitation of preformed polymer method
according to the methodology described by Fessi and collaborators (1988). The organic phase
was formed with poly (e-caprolactone), medium chain triglyceride (TCM), Lipoid S45® and
quinine, and dissolved in acetone, being kept under heating and stirring. This phase was
poured into the aqueous phase consisting of water and polysorbate 80. After the formation of
the suspension of NC, acetone and part of the water were evaporated (2 mg / ml quinine).
Blank NC, without the drug, were also prepared.

2.4. Physico-chemical characterization of nanocapsules

The formulations were characterized by diameter (Mastersizer 2000), the Zeta
potential (Zetasizer, Malvern), pH and drug content.

2.5. Hematological parameters

Samples of venous blood were collected in tubes containing EDTA (Vacutainer -
Becton, Dickinson and Company - New Jersey - USA) and analyzed immediately after
collection. The complete blood count was performed in an automatic counter Hematology
Analyzer Cell-Dyn (Abbott Diagnostics, Santa Clara, CA, USA), blood smears were prepared
and stained with Panotico kit (Renylab Chemicals & Pharmaceuticals, Barbacena - Minas

Gerais, Brazil).

2.6. Biochemical parameters

A part of blood collected was packaged in tubes without anticoagulant (Vacutainer -

Becton, Dickinson and Company - New Jersey - USA). Markers of cardiac function creatine

kinase (CK) and isoenzyme creatine kinase cardiac muscle (CK-MB), hepatic function
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aspartate transaminase (AST) and alanine transaminase (ALT) and renal function urea and
creatinine in serum were evaluated using automatic analyzer A25 Biosystems (AS
Biosystems, Barcelona, Spain). Homocysteine levels were quantified in erythrocytes by high-
performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS / MS) according
to the methodology developed by Nelson and collaborators (2003). All assays were performed
in triplicate.

2.7. Oxidative stress parameters

The activity of the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and glutathione
peroxidase (GPx) was determined in erythrocytes using commercial kits RANSOD® and
RANSEL®, respectively (Randox Laboratories, UK). The activity of catalase (CAT) in
erythrocytes was determined according to the method described by Aebi (1984). Total
glutathione (GSH) levels in erythrocytes were quantified through the method described by
Akkerboom and Sies (1981).

The oxidative damage to plasma proteins was determined by measurement of carbonyl
group second method of Levine and collaborators (1990). Lipid peroxidation was determined
in plasma by measuring the thiobarbituric acid reactive species (TBARS) according to the
methodology described by Ohkawa and collaborators (1979). The frequency of micronuclei
was determined in peripheral blood leukocytes second the methodology described by Schmid

(1975). All assays were performed in triplicate.
2.8. Statistical Analysis

Data were expressed as mean * standard deviation (SD). The comparison among
groups was performed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by post hoc
Bonferroni test for multiple comparisons. The results were considered statistically significant

when p <0.05.
3. Results
The physico-chemical characteristics of the NC are described in Table 1. The

nanoparticles, generally, have an average diameter between 100 and 300 nm, and its size may

vary owing to different factors, such as preparation method and, in the case of the NC, the
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nature of oil used in the core (Schaffazick et al., 2003). In this work the NC had an average
diameter of 160.9 = 2.2 nm to 176 £ 8 nm, showing that they are considered NC. The zeta
potential, in turn, indicates the electric potential of the surface of the nanoparticles, being
influenced by the load of formulation components (Schaffazick et al., 2003). Blank
nanocapsules, in this study, showed average zeta potential of -13 mV and quinine-loaded
nanocapsules of -18 mV. The average pH of blank nanocapsules was 4.8 and of quinine-
loaded nanocapsules was 8.4, which is higher owing to presence of drug. The drug content in
the NC indicates the amount of drug that is nanocoated with relation to what has been placed
for preparation of NC (Schaffazick et al., 2003). In this work, the quinine-loaded
nanocapsules showed drug content of 98.6 + 2.89%, indicating good encapsulation efficiency.

Table 1
Physico-chemical characterization of nanocapsules
Blank Nanocapsules  Quinine-loaded Nanocapsules

Diameter (nm) 160.9+2.2 176 £8

Zeta Potential (mV) -13.4+0.8 -18.0+2.2
pH 48+0.1 8.4 +0.02
Content (%) 98.6 + 2.89

The results obtained in this study for hematological parameters are shown in the Table
2. The findings show that the treated group with free quinine obtained values significantly
decreased (p <0.05) hemoglobin (Hb), hematocrit (Hc) and total erythrocyte count (RBC)
compared to the control group. The treated groups with NC had significantly higher values (p
<0.05) for Hb, Hc and RBC compared to free quinine group.

Table 2
Hematological parameters in Wistar rats treated with nanocapsules containing quinine.

Quinine-loaded

Control Free Quinine  Blank Nanocapsules

Nanocapsules
Hemoglobin (g/dL) 14,02 0,48  11,58+0,55° 14,24+0,43° 14,23+0,27°
Hematocrit (%) 39,50+0,94  35,10+0,77° 38,93+0,57" 39,29+0,68"
Red blood cells (RBC) (10%/mm3)  6,52+0,45 5,36+0,17° 6,41+0,17" 6,42+0,23"
MCV (fL) 57,83+1,09  50,67+1,53" 57,00+0,77° 57,56+0,51°
MCH (pg) 20,47+0,467  19,38+0,77° 20,51+0,78° 20,30+0,86"
MCHC (%) 35,28+0,83  32,03+0,49° 34,28+0,91% 34,99+0,95"
RDW 14,80+0,43  15,15+0,24° 14,93+0,37 14,98+0,40
Leukocytes (10°/ mm3) 6,100,24 4,68+0,45° 6,27+0,20" 6,30%0,28"
Neutrophils (%) 33,00£7,05  33,17+4,73 32,44+7,20 38,80+11,08
Lymphocytes (%) 61,6747,02  60,33+3,79 61,94+7,09 57,60+9,22
Eosinophils (%) 1,56+0,92 1,72+0,46 2,16%1,15 2,00+0,00
Monocytes (%) 3,67+1,857  4,83+1,25 3,67+1,49 3,89+1,94
Band neutrophil (%) 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 2,27+1,56™°

Platelets (10%/mm?) 324,33+19,99  96,33+5,87° 952,61+49,75  722,63+63,91
? Significantly different of the control group (p <0.05); ° Significantly different of free quinine group (p <0.05);
Significantly different of blank nanocapsules group (p <0.05).
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Analyzing white series, it was observed that the overall number of leukocytes was
significantly decreased (p <0.05) in the free quinine group compared to the control group and
significantly increased (p <0.05) in the treated groups with NC when compared to free
quinine group. The differential count white blood cell (WBC) had change only in the number
of band neutrophil, which was significantly higher (p <0.05) in the treated group with
quinine-loaded nanocapsules when compared to other groups.

The platelet count, in turn, was significantly decreased (p <0.05) in the free quinine
group compared to the control group and increased in the treated groups with NC in relation
to control groups and free quinine.

The findings of biochemical parameters are shown in Fig. 1. The levels of creatinine
(Fig. 1A) were significantly increased (p <0.05) in the free quinine group and significantly
decreased (p <0.05) in the treated group with blank nanocapsules compared to the control
group and the treated groups with NC showed a significant decrease (p <0.05) relative to free
quinine group. Urea (Fig. 1B) showed a significant increase (p <0.05) in the free quinine
group compared to the control group and a significant decrease (p <0.05) in the treated groups
with NC compared to free quinine group.

In Fig. 1C and 1D are shown the results for AST and ALT, respectively. The levels of
AST showed a significant increase (p <0.05) in the free quinine group compared to the control
group and significant decrease (p <0.05) in the treated groups with NC when compared to free
quinine group. The results of ALT in the free quinine group and treated group with quinine-
loaded nanocapsules were statistically increased (p <0.05) compared to the control group. The
treated groups with NC showed significantly lower values (p <0.05) when compared to free
quinine group.

The results CK, CK-MB and homocysteine are shown in Fig. 1E, 1F and 1G
respectively. Results for CK and CK-MB showed that there was a significant increase (p
<0.05) in the free quinine group compared to control group, and showed that the levels of
these parameters were significantly decreased (p <0.05) in treated groups with NC when
compared to free quinine group. Homocysteine levels in the treated group with blank
nanocapsules were statistically decreased (p <0.05) compared to the control group and the

free quinine group.
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The results obtained for the antioxidant defenses are shown in Fig. 2. The catalase
enzyme activity (Fig. 2A) showed a significant reduction (p <0.05) in the free quinine group
compared to control group and a significant increase (p <0.05) in the treated group with
quinine-loaded nanocapsules compared to the free quinine group. Both SOD and GPx activity
(Fig. 2B and 2C, respectively) showed a significant reduction (p <0.05) in free quinine group
and quinine-loaded nanocapsules compared to the control and showed a significant increase
(p <0.05) in the treated groups with NC compared to the quinine group. GSH levels (Fig. 2D)
had significant reduction (p <0.05) in the free quinine group and quinine-loaded nanocapsules
group compared to the control group; treated groups with NC, in turn, achieved a significant
increase (p <0.05) in GSH levels as compared to the free quinine group.
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Fig. 2. Antioxidant defenses in Wistar rats treated with nanocapsules containing quinine. (A) Value for CAT. (B)
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In Fig. 3 are shown the data obtained for the evaluation of oxidative damage. The
levels of TBARS (Fig.3A) demonstrated a significant increase (p <0.05) in the free quinine
group compared to the control group and a significant reduction (p <0.05) in the treated
groups with NC when compared to free quinine group. Free quinine group also showed a
significant increase (p <0.05) of carbonyl groups (Fig. 3B) compared to the control group; and
the quinine-loaded nanocapsules group showed a significant reduction (p <0.05) in this
parameter compared to free quinine group. The frequency of micronuclei (Fig. 3C)
demonstrated a significant difference (p <0.05) of all treated groups compared to the control
group. The treated groups with NC showed a significant reduction (p <0.05) relative to free

quinine group.
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Fig. 3. Markers of oxidative damage in Wistar rats treated with nanocapsules containing quinine. (A) Lipid
peroxidation. (B) Protein carbonyl content. (C) Micronucleus Test. ? Significantly different of the control group
(p <0.05); ° Significantly different of free quinine group (p <0.05); © Significantly different of blank
nanocapsules group (p <0.05).
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4. Discussion

Malaria is an important public health problem that still causes hundreds of deaths
worldwide. There are several medications available to treat this disease, which the quinine.
This drug is a potent antimalarial but had limited use because of their side effects. The use of
NC may be a promising alternative to protect the drug and also minimize the adverse effects
caused by quinine.

The results found in the blood test showed that treatment with the free quinine induced
a significant decrease in the levels of Hb, Hc and RBC, characterizing an anemia,
corroborating studies conducted in patients treated with quinine, which also showed this
picture (Anjelo et al., 2014; Stroncek et al., 1992). Another study by Osonuga and
collaborators (2012a) showed that mice treated with artemether also had anemia. Omotosho
and collaborators (2014) demonstrated that the use of chloroquine and artesunate induces a
reduction in RBC and Hc, whereas the Hb levels decrease only with the use of chloroquine.
According Dhaliwal et al (2004), quinine causes the production of IgM antibody, forming an
antibody-drug complex which binds to erythrocytes and activates the complement system,
which causes hemolysis.

Regarding the white series, it was found that the treatment with free quinine changed
WBC characterizing a leukopenia. These results are in agreement with studies in patients
treated with quinine in which it was found that the presence of these hematological disturb
(Stroncek et al., 1992; Sutherland et al., 1977). Other studies, involving different antimalarial,
also demonstrated the induction capacity of WBC decrease by these treatments (Omotosho et
al., 2014; Osonuga et al., 2012a; Shuhua et al., 2002).

The group receiving free quinine showed a significant reduction in the number of
platelets. This finding corroborates with studies that revealed reduction platelet counts in
patients treated with quinine (Gottschall et al., 1991; Howard et al., 2003). Research suggests
that this drug-induced thrombocytopenia is due to an antibody, the presence of the drug, it
binds to epitopes on the platelet membrane (Mintezer et al., 2009).

The evaluation of hemogram for the treated group with quinine-loaded nanocapsules
suggests that NC is able to generate less damage or normalize levels of hematological
parameters compared to treatment with free quinine.

Quinine is a drug that is distributed in various organs of the body. In the heart is able
to block sodium channels (Jaeger, 2012), prolong the QT interval on the electrocardiogram

(Kinoshita et al., 2010) and has vasodilating action (Riseman et al., 1954). Cardiac function
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can be evaluated through blood biomarkers such as CK, present in the skeletal muscle may be
elevated in various myopathies, and CK-MB, one of the isoforms of CK, present in
myocardium and considered a marker of heart damage (Nigam, 2007).

In the present study CK and CK-MB levels they found significantly increased in the
free quinine group compared to the control. The same effect was observed in patients treated
with chloroquine (Reffelmann et al., 2006). The cardiovascular damage and the myopathy are
among the toxic effects caused by antimalarials (Alkadi, 2007), as well as cardiomyopathy
(Teixeira et al., 2002). Treatment with quinine-loaded nanocapsules revealed a significant
improvement of these biomarkers, suggesting a protective character of cardiac function.

The liver is also the target of quinine metabolites. The assessment of hepatic function
may be performed by serum biomarkers as bilirubin, alkaline phosphatase, ALT and AST.
Transaminases are recommended for analysis of hepatocellular injury, and ALT is more
sensitive and specific, being found principally in the liver (Singh et al., 2011). Quinine is
associated with liver damage, such as granulomatous hepatitis (Katz et al., 1983; Mathur et
al., 1990), but there is little evidence of their relationship to changes in transaminases
(Livertox, 2015). In this study it was found a significant increase in serum levels of AST and
ALT in free quinine group, suggesting hepatics implications. These findings are related to
studies in patients treated with this drug (Howard et al. 2003; Katz et al., 1983; Perez et al.,
1994). Another study also found that the AST and ALT average of malaria patients treated
with guinine or artesunate showed up increased (Rolling et al., 2013).

Serum ALT levels showed up elevated in rats treated with quinine and rich drink
quinine (Theophilus et al., 2012) as well as in children diagnosed with cerebral malaria
treated with this drug (Abdalla and Zaki, 2009). Normally, quinine has mild hepatotoxic
effect and the levels of biomarkers normalize after suspension of treatment, and were not
related deaths due to this cause (Livertox, 2015). In addition, other antimalarials change
caused these liver enzymes, such as artesunate (Bigonyaa et al., 2015), Coartem (artemether +
lumefantrine) (Theophilus et al., 2012), Fansidar® (sulfadoxine + pyrimethamine)
(Johnkennedy et al., 2010) and halofantrine (Osonuga et al., 2012Db). In this study, the level of
transaminases obtained a significant improvement after treatment with quinine nanocoated,
suggesting protective character of liver function.

The toxic effects of quinine may also compromise the kidney (Achan et al., 2011;
Colley et al., 1989). Renal function can be checked by changing biomarkers such as urea and
creatinine (Mounton and Holder, 2006; Theophilus et al., 2012). These survey results showed

an increase of these renal parameters in the treated group with free quinine. Studies in animal
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models and humans have shown that treatment with quinine caused an increase in creatinine
level (Anjelo et al., 2014; Pawar et al., 1994; Theophilus et al., 2012) e de ureia (Anjelo et al.,
2014; Colley et al., 1989). Both parameters can also be increased due to the use of drinks
containing quinine (Theophilus et al., 2012). The treatment with other antimalarials, as
Coartem® (Theophilus et al., 2012), Fansidar® (Jhonkennedy et al., 2010) e P-Alaxin®
(Olayinka e Ore, 2013), they can also raise the level of these renal biomarke. An increase in
creatinine may signal renal toxicity and elimination deficiency of residue in the body
(Theophilus et al., 2012). According to this study, treatment with quinine-loaded
nanocapsules presented creatinine and urea values similar to the control group.

This work also demonstrated that treatment with free quinine significantly decreased
the activity of antioxidant enzymes SOD, CAT and GPx, and the level of GSH. The study
Olayemi and collaborators (2012) showed a decrease in SOD and glutathione S-transferase
(GST) activity due to treatment with quinine and with other antimalarials. In addition,
treatment with different antimalarials caused a decrease of antioxidant defenses, such as GSH
levels and of GST activity in liver (Farombi et al., 2000), SOD activity in liver and CAT in
liver and kidney (Adaramoye et al., 2008), SOD and CAT activity in plasma (lyawe and
Onigbinde, 2009) and SOD activity in serum (ldowu et al., 2015). Akanbi and collaborators
(2010) demonstrated reduced levels of GSH and ascorbic acid in infected women or healthy
women treated with different antimalarials.

Moreover, these results also showed that treatment with free quinine caused oxidative
damage to biomolecules. The proteins are immediate target of oxidative stress, when
oxidation occurs their side chains are produced of carbonyl groups that also may be
introduced in proteins due to other reactions and can be used as biomarker protein damage,
and its accumulation already has been observed in several pathologies (Dalle-Donne et al.,
2003; Heidari et al., 2014). In this study it was found that the treatment with free quinine
induced protein damage. This finding corroborates with studies report that exposure of human
erythrocytes at primaquine (Alanazi, 2010) and hepatocytes at amodiaquine (Heidari et al.,
2014) may lead to increased levels of carbonyl groups.

The lipids, in particular polyunsaturated fatty acids, phospholipid components forming
the cell membrane, are vulnerable to oxidative stress. The attack of free radicals can cause
lipid peroxidation and, hence, change the structure and functions of the cell membrane (Niki,
2014; Rao P et al., 2011). Treatment with free quinine in this work was able to induce lipid
peroxidation. This result is in agreement with the study of Ofusori and collaborators (2008),

which showed that the quinine can cause lipid damage in the heart muscle, evidenced by the
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increase in TBARS levels. Other antimalarials drugs can cause lipid damage in rat liver
(Farombi et al., 2000; Srivastava et al., 1993) and serum of healthy or malarial individuals
(Akanbi et al., 2010), mice (lyawe and Onigbinde 2009) and rabbits (Adisa et al., 2011).

This present study also found that the treated group with free quinine showed a
significant increase in micronuclei frequency. The micronucleus test is used to investigate
permanent damage to the genetic material, whereas the micronucleus are fragments of
chromosomes or entire portions that are not included in the nucleus during the cell division
and are generated due to DNA damage (Luzhna et al., 2013). These results are consistent with
studies which report that treatment with antimalarials drugs such as artesunate (Aquino et al.,
2011) and Coartem® (Idowu et al., 2015) induce to an increase in micronuclei frequency in
rodent bone marrow. It was also observed that the group treated with quinine-loaded
nanocapsules showed a significant increase in micronuclei frequency, indicating that the NC
minimize genetic damage induced by free quinine, but do not protect fully compared to the
control group.

Through analyzing the antioxidant defenses and oxidative damage markers it was
found that the NC were able to alleviate the oxidative stress induced by treatment with free
quinine, thus minimizing the cytotoxic potential of the drug.

Nanotechnology is a therapeutic novelty, thus don’t known exactly the effects of
exposure to NC and its toxicity. Furthermore, the mode of interaction between the NC with
the organism is not totally clarified, but scientific studies report that the cells can absorb them.
It is known that there are several possible mechanisms NC cause toxicological damage,
including the generation of reactive species (Elsaesser and Howard, 2012). In this study it was
found that the NC was not able to induce notable toxicity in most of the parameters analyzed,
in the conditions used, corroborating study of Bulcdo and collaborators (2014), an important

data for the evaluation of security nanoencapsulated systems.

5. Conclusion

The findings this work suggests that treatment with free quinine may alter
hematological, biochemical and oxidative stress parameters and that the administration of
nanoencapsulad drug can mitigate these damages. Thus the NC can be an effective instrument
for reducing the toxicity of quinine and increase the safety of the treatment for malaria, but

more studies are required to elucidate the effects of exposure to NC in the long term.
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PARTE IlI

4 CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesse trabalho indicam que os sistemas nanoencapsulados:

- Aprimoram pardmetros hematoldgicos como hemoglobina, hematocrito, eritrocitos e
demais indices hematimétricos, porém nédo houve significado clinico para RDW;

- Normalizam a contagem de células brancas e ndo alteram o diferencial leucocitario;

- Aumentam a contagem de plaquetas totais;

- Reduzem os niveis dos marcadores de funcdo renal de creatinina e ureia;

- Reduzem os niveis dos marcadores de funcao hepatica AST e ALT,;

- Reduzem os niveis dos marcadores cardiacos CK e CK-MB;

- Melhoram a atividade das enzimas antioxidantes CAT, SOD e GPx;

- Aumentam o nivel de GSH;

- Minimizam o dano lipidico, proteico e genético;

Esses resultados evidenciam que as nanocapsulas conferem um carater protetor, sendo
assim, a nanoencapsulacdo da quinina é uma estratégia promissora para contornar os efeitos

adversos desse farmaco, tornando-o mais seguro no tratamento da malaria.
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5 PERSPECTIVAS

Este trabalho tem como perspectivas futuras:

- Realizar a histopatologia dos 6rgaos;

- Avaliar marcadores inflamatorios (PCR, IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-a);

- Verificar a biodistribuicdo do farmaco;

- Verificar o efeito da exposicao as nanocapsulas, a longo prazo;

- Realizar estudo com nanocéapsulas contendo quinina em roedores infectados com
Plasmodium berghei;

- Realizar estudo com quinina em diferentes nanossistemas.
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