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RESUMO

A malaria € uma doenca tipica de paises tropicajseeacomete milhdes de
pessoas todos os anos. E uma infeccdo no sangsadeapelo parasito
intracelularPlasmodium, que é transmitido por fémeas infectadas de musqui
do génerddnopheles. Os sintomas da malaria se caracterizam por ftagdor
de cabeca, dores musculares, calafrios e mal-gestaralizado. A primaquina é
0 Unico antimalarico eficiente contra os esquizettepaticos e os gametécitos
de P. vivax e P. ovale porém, apresenta efeitos adversos como formagéo de
meta-hemoglobina e hemdlise. Ciclodextrinas sagos$iacarideos ciclicos,
compostos de unidades de glicose e que apresentaopaedade de formar
complexos de inclusdo com moléculas hdspedes, ragitio sua estabilidade e
solubilidade, diminuindo sua toxicidade e aumertasda biodisponibilidade.
Este trabalho focou na preparacdo e na caractédzde um complexo de
incluséo entre primaquina (PQ) e hidroxiprdpiticlodextrina (HPCD), visando
a reducdo de sua toxicidade. O complexo foi caraeso utilizando-se as
técnicas de espectroscopia de infravermelho comsfosemada de Fourier,
microscopia eletrbnica de varredura e ressonanagnética nuclear. A partir
das andlises realizadas pOde-se observar que hintarecao entre a molécula
de PQ e a HPCD e prever a estequiometria mais yebdé& complexacdo (1:2
PQ:HPCD). Diante dos dados obtidos, sugere-se gj&e possivel que este
complexo esteja se formando tanto por incluséo tqupor ndo inclusdo. Nos
estudosin vitro de liberacdo da droga, observou-se que a presdaca
ciclodextrina modifica o sistema de liberacdo domiico, porém, em baixa
extensdo. A liberacdo total da primaquina (100%)setac¢éo ocorreu apds 4,5
dias de dialise e, para o complexo de inclusddemassmo intervalo de tempo,
a liberacdo foi de aproximadamente 96%. Estudosoliéons em eritrécitos
humanos revelaram que tanto a PQ livre quanto glexm, apresentaram efeito
litico nas concentracdes acima de 1 mM, sendo gte efeito litico, para
ambos, foi “mascarado” pela oxidacdo da hemoglokldea HPCD apresentou
efeito litico crescente em concentracées acima deM4 Nas concentragfes
superiores a 1 mM, tanto a PQ livre quanto o cerminduziram a oxidagéo
da hemoglobina, ndo havendo diferenca significatinre a forma livre e a
complexada. A HPCD nao apresentou efeito oxidant@esa hemoglobina.
Diante destes resultados, conclui-se que a formadao complexo,
aparentemente, ndo beneficiou a molécula de PQntgua reducdo de
toxicidade ou a liberacéo controlada.

Palavras-chave Malaria. Farmaco. Liberacdo controlada. Henadlis

Hidroxipropil3-ciclodextrina.



ABSTRACT

Malaria is a disease typical of tropical counttiest affects millions of
people every year. It is a blood infection causgdite intracellular parasite
Plasmodium that is transmitted by infected mosquitoes of the genus
Anopheles. The malaria symptoms are characterized by highrfdweadache,
muscle aches, chills and general discomfort. Prinmegjis the only effective
antimalarial against hepatic schizonts and gameteayfP. vivax andP. ovale,
but has adverse effects such as formation of metbgebin and haemolysis.
Cyclodextrins are cyclic oligosaccharides compasfeglucose units which have
the property of forming inclusion complexes with egu molecules, thus
improving their stability and solubility, decreagitheir toxicity and increasing
their bioavailability. This work focused on the pagation and characterization
of an inclusion complex between primaquine (PQ) dmndroxypropylB-
cyclodextrin (HPCD), in order to reduce its toxcitThe complex was
characterized using the techniques of infrared tspemopy with Fourier
transform, scanning electron microscopy and nuctegnetic resonance. It was
observed from the analyses, that there is an ttierabetween PQ molecule
and HPCD and the most favorable stoichiometry ahmglexation. With the
obtained data, it was possible to suggests thatcthinplex were formed either
by inclusion or non-inclusion of the guest molecm thein vitro studies of
drug release, it was observed that the cyclodextrasence modifies the drug
release system, however in low extention. The pyimee total release (100%)
in solution occurred after 4.5 days of dialysis &mdthe inclusion complex, in
this same time interval, the release was approemn®&6%. Hemolytic studies
in human erythrocytes revealed that both in freeamnplexed PQ, a Iytic effect
was observed in concentrations above 1 mM andlytics effect for both was
"masked” by hemoglobin oxidation. For HPCD, an éaging lytic effect was
observed at concentrations above 4 mM. In concemisahigher than 1 mM,
both the free and the complexed PQ induced hemyglokidation, with no
significant difference between the free and comgdieform. HPCD showed no
oxidative effect on hemoglobin. Considering thessults, it is concluded that
complex formation apparently did not benefit the PQlecule,regarding the
reduction of toxicity or controlled release.

Keywords: Malaria. Drug. Controlled release. Hemolysis. Hygpropyl{3-
cyclodextrin.
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1 INTRODUCAO

A malaria é uma das doencas mais comuns em regidpieais e
subtropicais do mundo e, ainda nos dias de hajespgonsavel por cerca de um
milhdo de mortes a cada ano. E uma doenca infegoi@sisada pelo parasita
intracelularPlasmodium, que é transmitido por fémeas infectadas de musui
do génerdAnopheles, que se encontram distribuidos pela Africa, Astn&rica
Latina. Na sua forma mais complicada, causa co@wulbiperparasitemia,
ictericia, anemia intensa, hemorragias e hipoteng&oial, levando, em muitas
das vezes, o individuo infectado ao 6bito.

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (WORLD HEALT
ORGANIZATION, 2013), no ano de 2012, foram diagmzdos mais de 207
milh6es de casos de malaria em cerca de 100 p&eseente no Brasil, em
2012, foram relatados mais de 242 mil casos e 6#emo

A primaquina (PQ), um antimalarico pertencente milfa das 8-
aminoquinolinas, apresenta alto valor clinico natamento da malaria,
especialmente por causa de seu amplo espectroivilia@e contra todas as
guatro espécies de plasmaodios que sdo patogéria® [ger humano e que sao
Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale. Esta droga é também
muito importante por ser o Unico medicamento, difgE no momento, capaz
de destruir a fase hipnozoitica do parasita e imn@edrecaidas, além de atuar
também como profilatico, gametocida, esporonti@dauxiliar na cura radical
em individuos infectados cob vivax e P. ovale.

Apesar da sua importancia clinica, a utilidade adebbga tem sido
limitada, devido aos seus efeitos secundarios, tesno desordens
gastrintestinais, reducdo no nimero de leucocitosamgue circulante, anemia
hemolitica e meta-hemoglobinemia com cianose, quaatimente em pacientes

com deficiéncia da enzima glicose 6-fosfato degidnase. Esta enzima é
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reponsavel pelo metabolismo eritrocitario, tantmhtencédo de energia a partir
da glicose quanto na sua prote¢do contra agenidantes. Sendo assim, a
primaquina é contraindicada para gestantes e mesenadeficiéncia da enzima
glicose 6-fosfato desidrogenase.

Os efeitos adversos da primaquina se dao, primegydk, por serem
necessarias repetidas e elevadas doses do medioapzga o tratamento da
doenca, devido a sua baixa disponibilidade oral. r&fessarios, entdo, estudos
de melhoramento desta droga, a fim de diminuiraatexicidade e melhorar a
biodisponibilidade.

As ciclodextrinas (CD) naturais B ey, e seus derivados sintéticos, tém
propriedades quimicas e estruturais que lhes pmrméncapsular moléculas
convidadas, obtendo-se complexos de inclusdo qudenpomelhorar a
estabilidade de medicamentos contra hidrélise, apdd e desidratagéo,
possibilitar que as substancias encapsuladas sejaim sollveis ou menos
volateis, prevenir as interagcfes farmaco-farmadém ae possibilitar a liberacéo
controlada desse medicamento, podendo, assimpoeasi reducao no nimero
de doses administradas (MATIOLI, 2000).

Sendo assim, com base na problematica apreseatataposta central
desta dissertacédo foi a encapsulacdo moleculantitoadarico primaquina com
ciclodextrinas, a fim de diminuir sua toxicidadetsmatica e aumentar sua

biodisponibilidade no organismo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Maléaria

A maléaria, também conhecida como paludismo ou fghbmhustre,
continua sendo uma das mais importantes doencasitgaias da atualidade. E
uma doenca infecciosa, causada pelo parasita ehtfacPlasmodium, que é
transmitido por fémeas infectadas de mosquitos & Anopheles, que se
encontram distribuidos pela Africa, a Asia e a Ao#tatina (KUMAR et al.,
2010).

Dados do Centers for Disease Control and Prevel(#0h2) mostram
gue a malaria € a quinta doenca causadora de naontgmises de baixa renda
de todo o mundo, ficando somente atrds das infeag@piratorias, da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), das doengage€icas e da tuberculose.

De acordo com a World Health Organization (2018),ano de 2012,
foram relatados cerca de 207 milhGes de casos Eeima que causou cerca de
627.000 mortes em todo o mundo. Estima-se que,0dr8, Zerca de 3,4 bilhdes
de pessoas estariam em areas de risco de malémipalmente na Africa e no
sudeste da Asia, dos quais 1,2 bilhdo s&o de ialtto.rA maioria das mortes
ocorre entre criangas menores de cinco anos qeenvia Africa, onde uma
crianca morre a cada minuto, de malaria. Em areastd risco, ocorre mais do
gue um caso de malaria a cada 1.000 habitantes.

Segundo o grupo de estudos de Arevalo-Herrera et(2412),
aproximadamente 60% dos casos de malaria nas Aasési#o relatados no
Brasil, quase que exclusivamente restrita a regi&iazonica, sendo 0s outros
40% notificados em Col6mbia, Peru, Venezuela, Bmli@aribe e alguns paises

da América Central, como Guatemala, Panamé e Hasdyrainda, um nimero
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bastante reduzido no México. Segundo a World Heattanization (2013), no
Brasil, em 2012, foram registrados 242.758 casondléria e 64 mortes.

O rapido desmatamento e as praticas agricolas elitatamente
relacionados com o aumento da diversidade e a ahoied de espécies de
Anopheles, bem com o nimero de casos de malaria. Além dasoudancas
climéticas afetam profundamente a transmissdo darim@m algumas regides
da América do Sul (AREVALO-HERRERA et al., 2012).

A malaria também pode ser transmitida por transfudé sangue
infectado com o parasita, por via congénita ou pEdmpartiihamento de
agulhas por pessoas infectadas, mas a forma danissfio mais frequente é
pela picada de fémeas infectadas por parasitas BBGDI; GILMAN, 2012).
Dentre os parasitas que podem infectar o homenenpeg citaPlasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale e Plasmodium malariae,
sendo todas as espécies encontradas no Brasilexcegdo ddP. ovale, que
ocorre apenas no continente africano. Somdhtevivax e P. ovale sdo
responsaveis por recaidas tardias, apos a infdogéal (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010a).

A malaria € uma doenca sistémica que causa febompmanhada de
calafrios, sudorese profusa e cefaleia, que ocoreem ciclos regulares,
conforme o tipo de parasita. Provoca alteragBesnamria dos 6rgaos do
homem, podendo variar sua gravidade de leve a rgtaiee e ser, até mesmo,
fatal. Na sua forma mais grave e complicada, oscydis sintomas s&o
temperatura corporal acima de 41 °C, convulsa@rpgrasitemia (> 200.000
mm®), vomitos frequentes, ictericia, anemia intensandrragias e hipotenséo
arterial. A principal acdo patogénica da doencarédacdo da capacidade de
transporte de oxigénio pelo individuo infectadondge ocasionada devido a

destruicdo de um elevado nimero de hemécias, pehpimento destas ao
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liberar os merécitos do parasita (MINISTERIO DA SBE, 2010a; REY,
2002).

2.1.1 Ciclo biolégico dos plasmaddios

Os protozoarios do géneRdasmodium tém um ciclo de vida dividido
entre um hospedeiro vertebrado (homem) e um hospddeertebrado (inseto
vetor), sendo 0 mosquito o hospedeiro definitivmhlomem tem a Gnica funcao
de permitir que o parasita infecte outros mosqupassibilitando que o ciclo
sexuado do parasita aconteca, jA que em seres bsireate ciclo é assexuado
(RANG et al., 2007).

O ciclo inicia-se conforme se pode acompanhar gar&l, quando um
inseto infectado pica uma pessoa, inoculando, neulatdo desta, formas
infectantes ddlasmodium, chamadas de esporozoitos, que estavam acumuladas
nas glandulas salivares do inseto. Dentro de 3Dmibutos, esses esporozoitos
vado invadir as células do figado, transformandoeedo, em estruturas
conhecidas como trofozoitos pré-eritrociticos, doiiardo um ciclo de
reproducédo assexuada, os quais dardo lugar a eslidarfilhos: os merozoitas.
Essa primeira fase do ciclo é assintomatica e plodar de 6 a 16 dias, sendo
conhecida como exo-eritrocitica, pré-eritrocitica tecidual (GOODMAN;
GILMAN, 2012; REY, 2002).
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Figura 1 Ciclo de vida dBlasmodium, H.I. (hospedeiro intermediério) e H.D.
(hospedeiro definitivo)
Fonte: NOSSO MEIO POR INTEIRO, 2011.

A célula hepética fica distendida e degeneradaddeans milhares de
merozoitas e rompe-se, liberando-os na correnguaa, na qual muitos sao
fagocitados pelas células de Kupffer, que sdo respeis por destruirem restos
de células, virus e todo elemento estranho dakeélDs merozoitas invadem os
eritrécitos, formando parasitas moveis, chamadidezoitos, iniciando, assim, o
ciclo eritrocitico. E nesta fase que aparecem osagos sintomas da doenca
(MINISTERIO DA SAUDE, 2001; RANG et al., 2007; RE2002).

Nas infec¢des causadas pela malgivax e ovale, alguns parasitas se
desenvolvem rapidamente, enquanto outros apresemtandesenvolvimento

mais lento, entrando num estado de laténcia notdef®m sendo, assim,
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chamados de hipnozoitos (do grebimnos, sono). Esses hipnozoitos séo
responsaveis pelas recaidas da doenca, que ocapdsrperiodos variaveis de
incubacdo, geralmente em periodos de seis meses @na apos a infeccdo
inicial (MINISTERIO DA SAUDE, 2001; MINISTERIO DA SUDE, 2010b;
NEVES, 2003).

Na fase sanguinea do ciclo, o desenvolvimento dasjta se da por
esquizogonia, com consequente formacdo de outromzoitbs que se
multiplicam por divisdo binaria, rompem as hemaaasaem novamente na
corrente sanguinea, invadindo e rompendo outrasadiam Depois de algum
tempo de evolugéo da infecgdo da malaria, algundifeeenciam em formas
sexuadas: os macrogametas (feminino) e os micrdganfmasculino). Esses
gametas, no interior das hemécias (gametocitosh§aemais se dividem, irdo
seguir seu desenvolvimento quando ingeridos pelsstds vetores, dando
origem aos esporozoitos (MINISTERIO DA SAUDE, 200MINISTERIO DA
SAUDE, 2010b; NEVES, 2003).

De acordo com o tipo de maléria, este ciclo eriticm, ou seja, a
formacgdo de novos parasitas eritrociticos repetersentervalos regulares no
sangue, sendo responsaveis pelos picos febriscI@dw P. falciparum repete-
se de 36 a 48 horas, produzindo a febre terca maalitgrcd porque ocorre a
“cada terceiro dia” e maligna por ser a mais paayoOP. vivax apresenta ciclo
de 48 horas e é responsavel pela maléria tercgrmmor ser mais branda. RO
ovale, com ciclo também de 48 horas, é responsavel poo tipb de febre terca
benigna e d°. malariae causa, febre quartd, por apresentar ciclo de 7&shor
Esta periodicidade esta relacionada com as crid@ssfaltas, caracteristicas da
malaria sintomatica (REY, 2002).

No periodo em que os trofozoitos se encontram tasidn da célula,
estes as modificam, inserindo nela proteinas elfp&feos parasitarios e se

alimentam da hemoglobina da célula humana ou, adwlalguns componentes
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do plasma, como glicose, metionina, biotina, pwieapirimidinas, fosfato e
acido paraminobenzoico. A digestao da hemoglot@rfazpor meio do vacuolo
digestivo do parasita, ocorrendo a formacdo de mends ou dimeros de
ferriprotoporfirina IX (heme), meta-hemoglobina mteinas plasmodiais. Esse
heme livre, téxico para o plasmodio, é transformado hemozoina, também
chamada de pigmento malérico. Este pigmento se wdauno citoplasma do
eritrocito humano e, posteriormente, é liberadoptasma, sendo fagocitado
pelas células de Kupffer. Alguns antimaléaricos ageminibicdo da enzima
parasitaria responsavel por este passo (NEVES, R¥WSG et al., 2007).

A malaria causada pdP. falciparum é a mais perigosa, pois pode
invadir hemacias de qualquer idade, capturandoaas/asculatura, gerando
endotoxinas, provocando um alto indice de paramtehipoglicemia, choque,
faléncia muiltipla de 6rgaos e morte, se ndo trat@da vivax invade somente
hemacias imaturas, pois somente se liga a protegspecificas destes
reticuldcitos, causando baixa parasitemia, mas padsar recidivas, devido as
suas formas exoeritrociticas que podem persistiapos. OP. ovale também
tem preferéncia por hemacias jovens e apresendaifgania mais baixa ainda
do que oP. vivax. O P. malariae ataca hemacias com mais de 120 dias
(senescentes), causando um baixo grau de infecgaixa parasitemia e, assim
como a maléria, deP. falciparum ndo apresenta estagio exoeritrocitico
(GOODMAN; GILMAN, 2012; RANG et al., 2007).

Um inseto, ao picar uma pessoa portadora de gaitestoos ingere e
estes gametdécitos, no interior do organismo dotdonse unem, formando um
zigoto que, ap6s um determinado tempo, se deslvaséa de movimentos
ameboides, sendo chamado de oocineto e se acomaoparede intestinal do
inseto. Neste estagio, ja chamado de oocisto, ge@grmm envoltorio protetor e
inicia a esporogonia (multiplicacdo esporogbnicixmando milhares de

elementos-filhos (esporozoitas), que rompem o twois migram para as



24

glandulas salivares do inseto, que irdo para aeet@rsanguinea do homem,

quando for picado por este inseto (REY, 2002).

2.2 Farmacos antimalaricos

Os farmacos indicados no tratamento da malérizad@aterizados pelo
ciclo evolutivo do parasita e pelos objetivos do 8so: para evitar a doenga ou
para trata-la. Segundo Rang et al. (2007),

» os farmacos utilizados para tratar a forma aguddogaca, ou seja, 0s
gue promovem a cura clinica, sdo os chamadestes esquizonticidas
sanguineose atuam nas formas eritrociticas do parasita. ®d€ipais
farmacos pertencentes a essa classe sdao: quiniefloguoina,
cloroquina, halofantrino, sulfonas, pirimetamina, roguanila,
atovaquona e algumas combinac¢fes destes com ¢tracdoxiciclina,
artemeter, artefleno e artesunato;

» os farmacos utilizados para a cura radical sdohasnadosagentes
esquizonticidas teciduaisgue atuam na forma hepatica do plasmédio e
causam a destruicdo dos gametdcitos, evitandanassitransmisséo
para 0 mosquito vetor. Os Unicos farmacos pertéesem essa classe
sao gorimaquina e a tafenoquina;

» os farmaco®profilaticos causaissao os utilizados para quimioprofilaxia
e atuam bloqueando a ligacdo entre os estagiositwpa eritrociticos
do parasita. S0 muito utilizados em pessoas qtertem viajar para
areas endémicas e devem ser tomados com uma sdenantecedéncia
da viagem. Os farmacos usados neste processo sé@oquiha,
mefloquina, proguanila, pirimetamina, dapsona edidina;

« 0s gametocidastém a funcdo de bloquear a transmissdo por meio da

eliminacdo dos gametdcitos, evitando a propagaeddodnca, mas 0s
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farmacos ndo sdo muito utilizados somente para fistdidade.

Exemplos de gametocidas g@&ramaquina, proguanil e pirimetamina.

De acordo com o Ministério da Saude (2001), osvaifiricos também
podem ser classificados de acordo com os gruposicps de sua estrutura:
arilaminodalcoois (quinina, mefloquinae halofantrina)4-aminoquinolinas
(cloroquina e amodiaquinaB-aminoquinolinas (primaquina), peréxido de
lactonasesquiterpénica (derivados da artemisinina), naftoquinonas
(atovaquona) e antibiéticos antimalaricos (tetraciclina, doxiciclina e
clindamicina).

Os complexos ciclos de vida dos plasmoédios queacaus malaria
explicam a exigéncia de duas ou mais terapias, palimina-los.
Esquizontocidas sanguineos eliminam as formas @sdas responsaveis pela
maléria clinica. Hipnozoitocidas matam as formémsiosas do figado que séo
responsaveis pelas recaidas e os gametocidas atinoe estagios sanguineos
sexuais que podem infectar mosquitos. Muitas optgFapéuticas existem para
terapia esquizontocida sanguinea, mas a primadguaainica droga que atua
como hipnozoitocida e atua também como gametofidéamente com outras
drogas (BAIRD; SURJADJAJA, 2011).

Além de avaliar o ciclo evolutivo do parasita pasgolha do farmaco,
devem-se avaliar também sua seguranca e farmatioaind quinina e a
primaquina ndo sédo utilizadas como profilaticasdeemais utilizadas quando a
infeccdo ja se encontra instalada, devido a eskdicamentos terem uma
toxicidade comum e meia-vidas curtas. Ja a clonagujue apresenta meia-vida
de aproximadamente 7 dias e baixa toxicidade,ligattda como profilatica em
areas nao sensiveis a ela (GOODMAN; GILMAN, 2012).

Desde 1910, ja foram relatados casos de resisté&uimairida dos

plasmodios as drogas antimalaricas, em especildraqaina, inicialmente no
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Brasil e, posteriormente, em outras regifes da fAaélo Sul, América Central
ao leste do Canal do Panama, Pacifico Ocidentah, Asdia e Africa. Os
mecanismos pelos quais 0s parasitas apresenta@ténesa aos quimioterapicos
ainda ndo foram completamente elucidados. Sabpeseasa que estes parasitas
concentram baixos niveis do farmaco em seu organissa resisténcia pode
ser devida, principalmente, a ocorréncia de mugcéspontaneas dos
plasmoédios ou a uma selecdo de parasitas senséveigssistentes aos
medicamentos. O surgimento desses parasitas rgsstameaca tornar 0s
antimalaricos utilizados atualmente ultrapassadssndo constantemente
necessaria a busca de novos medicamentos anticoala(GOODMAN;
GILMAN, 2012; REY, 2002).

O Ministério da Saude, por meio do Guia PraticoTdatamento da
Maléria no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2010b) e dduia de Bolso de
Doengas Infecciosas e Parasitarias (MINISTERIO DAUBE, 2010a),
recomenda os esquemas de tratamento para a majaeagstao listados na
Tabela 1.

Estes medicamentos, bem como orienta¢gfes de comipatsrencdo da
maléaria, sdo disponibilizados gratuitamente no iBrgeor meio do Sistema
Unico de Salde (SUS). Varios fatores influenciaimatamento do paciente com
maléria, como a espécie do parasita infectanteea @m que a infeccdo foi
adquirida e seu status de resisténcia aos antio@daro estado clinico do
paciente, qualquer doenca que o acompanhe ou énde gravidez. Deve-se
fazer, primariamente, uma avaliacdo de todas estadicOes e, entdo, fazer a
escolha do antimalarico, sendo necessaria, na imaas vezes, a combinacéo

de dois ou mais medicamentos.
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Tabela 1 Esquemas de tratamento por infec¢do pararims tipos de maléria que
acometem o ser humano

Malaria ndo complicada

Tipo de parasita infectante

Medicagdo

P. vivax ouP. ovale

Cloroquina, 3 dias e primaquina, 7 dias (esquema
curto) ou cloroquina, 3 dias e primaquina, 14 dias
(esquema longo)

(medicacdo néo indicada para gestantes)

P. malariae para todas as
idades €P. vivax ou P. ovale

Cloroquina, 3 dias
(indicada para gestantes e criangas com menos de 6
meses)

Prevencédo de recaidas
frequentes poP. vivax ou P.
ovale

Cloroquina semanal, por 12 semanas

P. falciparum Combinacéo de artemeter e lumefantrina, por 3alias
artesunato e mefloquina, por 3 dias
P. falciparum Combinacéo de artemeter e lumefantrina, por 3alias

artesunato e mefloquina, por 3 dias ou quinina mais
clindamicina, do 1° ao 3° dia e clindamicina, ne 40
5° dia (indicada para gestantes e criangcas mederés
meses)

Infeccdes mistas de
falciparum e P.vivax ou
P.ovale

Artemeter e lumefantrina ou artesunato e mefloquina
do 1° ao 3° dia e primaquina, do 7° ao 10° dia.

Maléaria grave

e complicada em todas as faixas etéas

P. falciparum Artesunato e clindamicina ou artemeter e clindaraic
(ndo indicado para gestantes no 1° trimestre)
P. falciparum Quinina e clindamicina (indicado para gestante&™o

trimestre e criangas menores de 6 meses)

Nos Estados Unidos, a maioria das drogas utilizagdatratamento é

ativa contra as formas de parasitas no sanguerrfefque causa a doenga) e
inclui: cloroquina, atovaquona-proguanil, artemdtienefantrina, mefloquina,

quinina, quinidina, doxiciclina (utilizada em comb¢do com
guinina), clindamicina (utilizada em combinagdo aquimina) e artesunato (ndo
licenciada para uso nos Estados Unidos, mas esgardiel através da Maléria
CDC hotline). Além desses, a primaquina é utilizadatra as formas de
parasitas dormentes no figado (hipnozoitas) e peegcaidas (CENTERS FOR

DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2012).
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2.2.1 Primaquina

O mais antigo antimalarico da familia das 8-amimmgjinas, conhecido
como pamagquina ou plasmochin, foi sintetizado e@b¥foi capaz de destruir
gametdcitos do parasita, quando utilizado em coagidio com a quinina. Ele foi
util para a prevencao de recaidas Povivax, mas teve como desvantagem sua
elevada toxicidade, o que levou ao abandono deuseuerapéutico. Mesmo
assim, a pamaquina representou um avanco paraenwbdgmento de um novo
antimalarico, em 1946, por Elderfield e colaboradpnos Estados Unidos. Este
composto, chamado primaquina (PQ), foi testado soocesso em prisioneiros
da Segunda Guerra Mundial. A estrutura quimica degguina e a da
primaquina estdo representadas na Figura 2. Owaintisnalaricos, como a
pentaquine ou a isopentaquine, também apareceratéaaala de 1940, mas a
PQ foi 0 que apresentou a maior eficacia e menovess de toxicidade (VALE;
MOREIRA; GOMES, 2009).
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Figura 2 Estrutura quimica da pamaquina (A) e daguina (B)

A primaquina [(4RS)-N4-(6-metoxi-8-quinolinil)-1 diaminopentano

difosfato] pertence a classe das amino-8-quinadeinae constituem a Unica

classe de farmacos eficiente contra os esquizbefiticos e os gametécitos de
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P. vivax e P. ovale. Apresenta elevado valor clinico para a cura defindepois
de surto agudo de malaria, por impedir as recagéddsstruir os gametacitos.
Apesar de ser ativa contra os estagios hepaticBsfdkciparum, mostra-se néo
eficaz contra o seu estagio eritrocitico, ndo semaotanto, utilizada como
tratamento para a malaria provocada par falciparum (GOODMAN;
GILMAN, 2012; REY, 2002).

A primaquina é util para combater a malaria emfr&sges distintas:

(i) profilaxia priméria contra todas as espéciesnadaria,;

(i) profilaxia terminal (recidivas) para pessoase@sivamente expostas
aP. vivax ouP. Ovale;

(iii) cura radical em individuos infectados c@&rvivax ouP. ovale.

Em regibes endémicas, a PQ é utilizada como um tgaida para
impedir a transmissédo da infeccdo do hospedeircahanpara os mosquitos,
blogueando, assim, a propagacdo da doenca (VALERMRA; GOMES,
2009). A administracdo da PQ deve ser associadanaesquizonticida
sanguineo, sendo, na maioria das vezes, a cloaaairdroga escolhida,
erradicando-se, assim, 0s estagios eritrociticas plasmaodios e reduzindo a
possibilidade de resisténcia medicamentosa (GOODMGN.MAN, 2012).
Embora raras, ja foram relatadas algumas evidédeiaensibilidade a algumas
cepas deP. vivax, demonstrando alguma resisténcia dos plasmodi®Qa
(RANG et al., 2007).

2.2.1.1 Farmacocinética da primaquina

A primaguina administrada por via parenteral cauigatenséo, por isso
¢ dada apenas por via oral. E rapidamente absonddaato gastrintestinal e
concentra-se no figado, no cérebro, no coracéo,pobedes e no musculo

esquelético. Ha picos no plasma no periodo de ha@ds, numa concentracédo
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de aproximadamente 70 mg tLEla é rapidamente excretada na urina, com
uma meia-vida de 4 a 9 horas, e apenas uma pedze@ é excretada na
forma do seu farmaco original. Seu metabolismo éptexo e pouco
compreendido. Entre os varios metabdlitos conhsaidosuspeitos, nenhum foi
definitivamente ligado a atividade contra o paeagitasmodium (BAIRD;
HOFFMAN, 2004; GOODMAN; GILMAN, 2012).

2.2.1.2 Mecanismo de a¢do da primaquina

O mecanismo de acdo da primaquina ndo é completarearendido,
podendo ser por acdo da prépria PQ ou, mais prhvaee algum de seus
metabolitos secundarios que estejam envolvidos taqua aos estigios de
hipnozoitos e gametécitos do parasita (VALE et 2009; FERREIRA;
GOMES; VIEIRA, 2011).

Acredita-se que a sua atividade antimalarica spjayavelmente,
atribuida a interferéncia na estrutura do DNA doagita, intercalando-se a
droga entre os pares de bases e impedindo a iEFmicdo material genético
(FERREIRA; GOMES; VIEIRA, 2011). Outra provavel aode acdo é a
producdo de metabdlitos altamente reativos que rpoderar potenciais
oxidativos intracelulares na producdo das espéeatvas de oxigénio ou,
mesmo, na interferéncia da funcdo da ubiquinon&rarsporte de elétrons da
cadeia respiratoria mitocondrial. No entanto, n&o rfenhuma informacéo
conclusiva mostrando se a atividade antimalaricprieaquina é devido a acao
direta da droga ou apenas mediada por seus métsb@HALE; MOREIRA;
GOMES, 2009; FERREIRA; GOMES; VIEIRA, 2011).

Os resultados apresentados por Basso et al. (2@drlineio de estudos
dos efeitos da primaquina sobre a estrutura de mara® modelo de lipideos,

indicam que a interacdo ndo especifica da primagqWom membranas
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biolégicas pode desempenhar papel importante egeptar uma rota adicional
no modo de agdo dessa droga ou estar envolvidaseom efeitos adversos.
Assim, apesar da larga propagacédo de efeitos lito®gromovidos pela PQ, a
exata compreensdo do seu mecanismo de acao ailedaagnhecida.

2.2.1.3 Toxicidade da primaquina

Apesar da efetividade da PQ contra as formas liggatias quatro
espécies dePlasmodium que podem afetar o homem, ela é, muitas vezes,
associada a efeitos adversos graves em consequéeciseus metabdlitos
téxicos, como, por exemplo, a b5-hidroxiprimaquina a 6-metoxi-8-
aminoquinolina. O uso deste farmaco pode ocasidesordens gastrintestinais,
leucopenia, desenvolvimento de meta-hemoglobinemia cianose e anemia
hemolitica. E contraindicada para individuos corficéiacia hereditaria da
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e também gestantes (RANG et al.,
2007; VALE; MOREIRA; GOMES, 2009).

A PQ nao é significativamente ativa contra as fam#ésocitarias do
ciclo de vida do Plasmodium. No entanto, afetar@sdeitos dos hospedeiros,
especialmente em pessoas com deficiéncia da eradboglasmatica G6PD,
condicdo ligada ao cromossomo X e que afeta maisAGfe milhdes de
individuos no mundo. Nestas pessoas, a PQ provoemia hemolitica
(enfermidade que causa destruicdo das hemaciaeye am favorecimento da
ruptura da membrana dos eritrocitos que ndo copsegegenerar a enzima
nicotinamida adenina dinucleotideo-fosfato (NADPEl)ja principal funcdo é
auxiliar nos processos oxidativos, sendo sua coragEio reduzida pelos
metabdlitos oxidantes da PQ, causando a hemolik¥Aet al., 2006; RANG
et al., 2007; VALE; MOREIRA; GOMES, 2009).
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A gravidade da anemia hemolitica parece estarioslada com a dose
de PQ e o grau de deficiéncia de G6PD (RANG et 2007; VALE;
MOREIRA; GOMES, 2009). Pessoas que sao deficientsta enzima sao
extremamente sensiveis a agentes hemoglobina-¢egjdais como PQ, outras
aminoquinolinas, nitritos, cloratos, fenacetina,etanilida, sulfanilamida,
nitrobenzeno, anilina, assim como compostos enddggenitratos, nitritos e
oxido nitrico (SANTANA et al., 2007; VALE; MOREIRAGOMES, 2009).

A meta-hemoglobinemia esta associada a PQ, bem @wroseus
metabdlitos, como a 6-metoxi-8-hidroxilaminoquimali resultante da
dealquilacédo e posterior hidroxilagdo da PQ (FERREIGOMES; VIEIRA,
2011). E uma condicdo patolégica decorrente do amimnormal de meta-
hemoglobina (MetHb). Meta-hemoglobinemia referéxsexidacdo do ferro da
hemoglobina do estado ferroso (Feo estado férrico (F&), impedindo, dessa
forma, a hematose (troca de gas carblnico por wixigého processo de
respiracdo). Os eritrécitos contém uma taxa nodealletHb (1-2%), mantida
por mecanismos redutores fisioldgicos, resultadtesxidacdo espontanea. No
entanto, a presenca de MetHb em quantidades ekvade-se incompativel
com a vida. A formacdo de meta-hemoglobina é faidee em situacdes
adversas, tais como estresse oxidativo, infeccdeficiéncia de glicose-6-
fosfato desidrogenase ou influéncia de xenobidtitsis leva a um aumento da
concentracdo de MetHb no corpo, o que implica ewviaelos riscos para a salde
(SANTANA et al., 2007; VALE; MOREIRA; GOMES, 2009).

Ganesan et al. (2009) demonstraram que a PQ caufoumacdo de
meta-hemoglobina em pessoas deficientes de G6DRnepa&ssoas com
eritrécitos normais. No entanto, em deficiente&S@®P, os eritrécitos sofreram
maior estresse oxidativo e deplecdo de tidis dedeitos normais, devido a
toxicidade da PQ.
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Os efeitos adversos da PQ s@o maiores pela nemdsside ser
administrada repetidamente e em doses elevadasdodey sua baixa
biodisponibilidade oral. Por isso, 0 uso prolongddese medicamento deve ser
evitado, numa tentativa de se diminuir a proba&ilelde ocorréncia de maiores
efeitos toxicos e sensibilizacdo ao medicamentocebtam-se, ainda, de
estudos de novas alternativas para melhoramensalmstituicdo desse farmaco,
a fim de diminuir seus varios efeitos colaterai© @MAN; GILMAN, 2012;
SANTANA et al., 2007; VALE; MOREIRA; GOMES, 2009).

2.3 Membrana eritrocitaria

O eritrécito de mamiferos, célula vermelha do sapgu uma célula
anucleada de forma discoide bicéncava que contémmogiebina em
concentracdo elevada (cerca de 5 mM/célula) (BUBRETON-GORIUS;
BEUTLER, 1990). Para cumprir a funcdo de transpathemoglobina e levar
oxigénio a todas as células, o eritrocito perctodos 0os vasos sanguineos do
organismo aproximadamente 500.000 vezes, duraateida média de 120 dias
(BULL; BRETON-GORIUS; BEUTLER, 1990) e é capaz denspor capilares
e sinusoides de didmetros de 3 a 4 um, que comdspo a metade de seu
préprio didmetro, de 7 a 9 um (SCHERIER, 1985; BUBRETON-GORIUS;
BEUTLER, 1990). Tais fenbmenos s6 séo possiveisagra extrema resisténcia
e a deformabilidade da membrana do eritrécito (LWSG8).

A membrana do eritrécito (Figura 3), devido a saailidade de
obtencéo e isolamento, tem sido extensivamentelasiue suas caracteristicas
principais sdo bastante conhecidas, sendo um dtioaelo para o estudo de
membranas mais complexas e de outros tipos deasélWAURIALT; OBRIEN,

1991). A proporcao, em peso, de proteinas:lipidésbpidratos, € 49:43:8.
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Canal de anions Glicoforina A

Figura 3 Representagdo esquematica da face irdarmembrana eritrocitaria (VOET;
VOET, 1990)

A principal classe de lipidios da membrana eritéotd, bem como na
maior parte das membranas bioldgicas, é a doslifuisfos. Segundo Storch e
Kleinfeld (1985), a composicdo lipidica da membrapgatrocitaria é:
fosfolipidios (47,5%), colesterol (25%), esfingolma (17,5%) e glicolipidios
(10%). Os fosfolipidios estdo distribuidos assifoaimente entre as
monocamadas interna e externa da membrana edtiacitomo mostrado na
Figura 4. A fosfatidilserina e a fosfatidiletanolaase localizam-se,
preferencialmente, na monocamada interna (DEVAUX91]1 SCHROIT,;
ZWALL, 1991), enquanto a fosfatidilcolina e a egfimielina encontram-se,
preferencialmente, na monocamada externa (SCHR@WALL, 1991).
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- Monocamada interna
Monocamada externa

Fosfatidileolina

Fosfatidiletanolamina

Fosfatidilserina

Esfinromielina

Figura 4 Representacgdo gréafica da distribuicddaiislipidios na bicamada
eritrocitaria (GARRETT; GRISHAM, 1995)

Os mecanismos responsdveis pela manutencdo dessatda sdo: i) a
interacdo preferencial de fosfolipidios com praisinda membrana
(principalmente com a espectrina), fixando essespostos na monocamada
interna e ii) a existéncia de translocases (ouadkys) responsaveis pela
translocacdo especifica, ATP-dependente, dos ip&fids com distribuicao
assimétrica entre as monocamadas externa e iflREN@AUX, 1991).

Os lipidios orientam-se na bicamada, expondo sua palar ao meio
aquoso (CONNOR; GILLUM; SCHROIT, 1990). As protednatrinsecas tém
uma porc¢édo hidrofébica que interage com os lipjdavessando a bicamada.
A maioria das proteinas extrinsecas da membramacidria esta envolvida na
formagdo de um extenso reticulo submembranar, guergeta para o lado

citoplasmético da membrana, formando o -citoesqueletitrocitario. O
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citoesqueleto eritrocitario € composto por actipateina 4,1 (banda 4,1) e
espectrina, sendo esta Ultima o seu principal coemte. A conexao entre as
proteinas intrinsecas e a espectrina do citoegquélteita por uma familia de
proteinas chamadas anquirinas. A interacdo da na@almom a espectrina seria
responsavel pela manutencao da integridade deaaddukirculacdo sanguinea
(PLATT; LUX; FALCONE, 1993; PLATT; FALCONE, 1995)Interacdes
eletrostaticas parecem estar envolvidas na interat#i espectrina com a
membrana (KAHANA et al, 1991), enquanto a exisi®nde regibes
hidrofébicas na molécula sugere que essas tambjm $mportantes para a
manutencdo da forma do eritrocito (STTREICHMAN; KANA; SILVER,
1991).

Além do citoesqueleto, a membrana do eritrécito, tem sua face
externa, outra particularidade, o glicocdlix, costpgpela glicoforina (proteina
intrinseca cuja Unica cadeia polipeptidica estc@mda a 16 residuos de
monossacaridios) e outras glicoproteinas e gliclidip. Essa regido, bastante
hidrofilica pela caracteristica dos grupamentosddkl aclcares, tem espessura
de 100 nm, isto €&, 20 vezes maior que o da prbpanada lipidica (NELSON;
COX, 2011), e constitui uma “barreira adicional”exdrécito.

2.3.1 Hemodlise isotdnica

A primeira tentativa de elucidar o fendmeno de Hemdisotbnica
induzida por xenobidticos data de 1966, quando Seestassificou os agentes
hemoliticos em dois grupos: as hemolisinas espasif as ndo especificas. As
primeiras induziriam hemdlise, mesmo em pequenasertracdes, ligando-se,
especificamente, a componentes (receptor ou compeasipecifico) da
membrana. Seriam exemplos de hemolisinas espec#idégitonina, a saponina

e a holoturina A, entre outras. As hemolisinas efpecificas, por sua vez,
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seriam as que protegem eritrgcitos contra hemdiigesmética em pequenas
concentracbes, mas que induzem hemdlise, quandal@as concentracdes.
Exemplos de hemolisinas ndo especificas incluepo#égcvitamina A, lecitinas,

acido estearico, surfactantes, agentes fenotimsini@anti-inflamatérios e

anestésicos locais, entre outros (SEEMAN, 1972)m&odo proposto por

Seeman para distinguir entre agentes que atuamaouem componentes
especificos de membrana ndo permite a elucidacéqudstdes importantes
sobre o assunto, tais como o modo de interacde entlroga e a membrana
eritrocitaria e com qual(ais) componente(s) esesifda membrana a droga
interage.

Tem sido sugerido que a hemdlise isotdnica indupimiaum grande
nimero de compostos ocorreria pela perda da peilidede seletiva da
membrana. O monitoramento da integridade dos eititd pode ser feito com
relativa facilidade, detectando-se fotometricamenteemoglobina liberada em
solugdo (LAURIALT; OBRIEN, 1991; MALHEIROS; PAULAMEIRELLES,
1998, MALHEIROS; MEIRELLES; PAULA, 2000) ou, potdénmetricamente,
0 potassio liberado no meio extracelular, sugerigde a lise ocorreria em
funcdo da formacdo de pequenos poros na membraHy @U, 1991;
BOGNER et al.,, 1996). Este mecanismo é conheciaoocooloidosmatico e
sugere gque 0S pequenos poros permitem o equilhtie ions, mas a retengéo
da hemoglobina e seus contraions dentro da c&wlaidm a um desequilibrio
osmotico e consequente entrada de agua, culminaadouptura total da
membrana.

Outro fator determinante na hemdlise é a capacidadéante que
muitos compostos quimicos apresentam. Drogas héras|i como aspirina,
analina, acetanalida, fenacetina, sulfanilamida®seagentes antimalaricos
primaquina, pamaquina e pentaquina (COHEN; HOCHSTEIL964;
GOLDBERG; STERM, 1976; KOGA; MURAKAMI; KAWASHIMA, B97),
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sdo convertidosin vivo, em derivados auto-oxidaveis, o que poderia joatif

sua acdo hemolitica. Estes compostos favorecereagdes oxidativas que
elevam os niveis celulares do anion superoxido @eatdxido de hidrogénio,
disparando uma série de processos (oxidacdo daghebnm, peroxidacao
lipidica e inibicdo da glicdlise), culminando nselido eritrocito.

2.3.2 Dano oxidativo ao eritrocito

O dano oxidativo dos componentes celulares tem sitabelecido
como um fator importante em varias condi¢cdes pgtodé. Os eritrécitos sédo
particularmente susceptiveis ao dano oxidativo coesaltado do alto contetdo
de acidos graxos poli-insaturados das suas mentbeamka alta concentracé@o
celular de oxigénio e hemoglobina (Hb), que sdoepmgbs promotores de
processos oxidativos (CLEMENS; WALLER, 1987). Soindicdes normais, 0s
eritrécitos sdo continuamente expostos a espéesivas de oxigénio (EROS)
de fontes internas e externas. No interior dodmitim, estima-se que mais de 3%
da oxi-Hb (forma oxigenada ou Fg seja convertida em meta-hemoglobina
(FE™), com a concomitante produc&o de radicais supdodid’) (VAN DEN
BERG et al, 1991).

Em eritrocitos sadios, o dano oxidativo € prevermpdr um eficiente
sistema protetor constituido por uma série de exzigncompostos antioxidantes
gue incluem as enzimas catalase, superoxido dismetalutationaperoxidase,
além da glutationa reduzida e das vitaminas E A$3im, as EROS mais
reativas, que sao formadas no citosol com pargjéipala Hb, sdo detoxificadas
antes que possam atingir a membrana celular, em ppremeio do dano
oxidativo, poderiam comprometer a integridade d&ulaé(HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1989). No entanto, uma pequena quattidde EROS pode

atingir a face interna da membrana celular (VAN DBERG et al., 1991) e a
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exposicdo frequente dos eritrécitos ao contato céfnlas metabolicamente
ativas (fagocitos, por exemplo) pode contribuirapar manutencdo de um
continuo estresse oxidativo na membrana dos etdsjcdevido a constante
producdo de BD,. Muitos tipos de eritrocitos patolégicos tambénm té
susceptibilidade aumentada ao estresse oxidatinnekkemplo é a deficiéncia
de glicose-6-fosfato desidrogenase, que comproraetéa das pentoses no
eritrécito, diminuindo a formacdo de equivalentedutores (NADPH), que
servem como doadores de elétrons e prétons paedwgdo da glutationa
oxidada e a consequente producéo de glutationaideduAlém disso, em vérias
patologias que envolvem hemoglobinas anormaisficede um aumento do

dano oxidativo, que acelera a destruicao dos eitiv®(DINCER et al., 1999).

2.3.2.1 Hemoglobina

A hemoglobina é uma hemeproteina essencial paidaade todos os
vertebrados, ocorrendo também em alguns invertebyatbmo crustaceos e
anelideos, em nédulos de algumas plantas legunsind&ARBOSA;
MEIRELLES, 1994), assim como leveduras e protopsarciliados. A
hemoglobina humana normal é constituida por quedideias polipeptidicas
(subunidades), sendo duas cadeiasom 141 residuos de aminoéacidos e duas
cadeiag} que apresentam 146 residuos de aminoacidos. @ntorgas quatro
subunidades tem massa molecular de 64 kDa. Cadmidade tem um grupo
heme, constituido pela protoporfirina IX (Figurg #)serido em uma fenda
hidrofobica; o grupamento heme contém um atomede fjue ocupa a posicéao
central do anel da porfirina. O ferro tem seisositile coordenacéo, dos quais
guatro sao ocupados pelos atomos de nitrogénidlipardo anel porfirinico; o

quinto ligante é o atomo de nitrogénio de um imidlaa histidina proximal (da
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alfa-hélice F8) que, provavelmente, ancora o hem@roteina e 0 sexto sitio

estd livre para um ligante extra como o oxigéniBI(NON; COX, 2011).
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Figura 5 Protoporfirina IX (grupamento heme)

A principal funcdo da Hb é o transporte de. m organismos
superiores, a Hb prové o aporte de @todas as células (necessario para o
metabolismo aerdbio) por meio da circulacdo. Assiasa molécula versétil &
capaz de ligar-se reversivelmente goédn funcéo da oferta do gas e aumentar,
em ordens de grandeza, a capacidade de transporoxigénio dentro dos
organismos.

Quando a hemoglobina liga-se ao oxigénio, umaétr polarizado do

ferro para o oxigénio, formando, momentaneamenferraa férrica (HbFE).
Em condi¢Bes normais, este elétron é devolvideao ho momento em que o
oxigénio é liberado, restabelecendo sua forma dar(@ibFé") (ANTONINI;
BRUNORI, 1975).

O estado reduzido do ferro no grupamento hem#&)(Eefundamental

para a realizagdo do transporte de oxigénio. Algessduos invariaveis, de
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natureza hidrofébica, sdo responsaveis pela magadgetio ambiente ndo polar
em torno do sitio de ligagdo do oxigénio, que éaselpara a estabilidade do
complexo ferro-oxigénio (ANTONINI; BRUNORI, 19750ualquer alteracéo

no ambiente do heme pode levar a formacédo de ntet®ét exemplo, Cauchey
(1967) demonstrou que a velocidade de autoxidagdblldé maior quando a
histidina distal esta substituida por outros ressdicaracterizando, assim, a
importancia desse aminoacido na estabilidade doleste oxidacdo do ferro no
heme, garantindo a ligacéo da Hb com o oxigénio.

Em individuos normais, cerca de 3% da hemogloltz tirculante séo
convertidos diariamente a meta-Hb, como dito amterente. Fisiologicamente,
a meta-Hb presente na célula é reduzida pela enmmt-hemoglobina
redutase, que utiliza o NADPH como fonte redutdf®RATA; SUZUKI;
AGAR, 1993).

Com a formacgéo da meta-Hb, ocorre, simultaneamantermacéo de

radical superoxido (), de acordo com a equacgéao 1.

HbFE* + O, HbFEé" + O, HbFeé® + O’ (1)

Sendo assim, devido ao processo continuo de oxjgenae
desoxigenacdo da Hb, o radical superéxidg)(® continuamente gerado no
interior do eritrécito. E conhecido que este radisae pode atacar, direta ou
indiretamente, componentes das membranas, DNA mdmios (KURATA;
SUZUKI; AGAR, 1993; MARTINEZ-CAYUELA, 1995; CARDOZEGPELAEZ
et al., 2000).

O radical superéxido, quando ndo reage com macramlals celulares,
pode, por processo de dismutacdo, gerar peréxiddidegénio (HO,),

conforme a equagdo 2. Esta reacdo € catalisada gmgiana superéxido
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dismutase (MISRA; FRIDOVICH, 1972; WINTERBOURN; MBEDIEWA,

1999), presente em altas concentracdes no erdrocit

20, + 2H —> HO, + O, 2

No eritrécito, o @ promove grandes danos quando interage com o
peroxido, produzindo intermediarios altamente weati como o radical
hidroxila (PEUCHANT et al., 1997). Os radicais puaitlos podem, entéo,
atacar os lipidios e as proteinas da membranaltaeda em hemdlise e em
perda da funcéo celular.

Por apresentar ferro em sua estrutura, a hemoglopotde, ainda,
comportar-se como um reagente biolégico de Fensamdo, assim, uma
molécula com grande potencial promotor de processioiativos (CLEMENS;
WALLER, 1987; PUPPO; HALLIWELL, 1988).

Em adicdo a capacidade da hemoglobina gerar o &uiperdxido, os
processos oxidativos no interior dos eritrocito® davorecidos pela alta
concentracdo de acidos graxos poli-insaturados elmbrana citoplasmatica,
rico suprimento de oxigénio e presenca de metaisadsicdo. Como o eritrocito
maduro é anucleado, ele é incapaz de substituirpeoentes celulares
danificados por processos oxidativos e, portantmrsequéncia é a morte (lise)
celular (KONUKOGLU; AKCAY; ERDEM, 1998).

Em condiges fisioldgicas, o eritrocito humanoeapnta um tempo de
vida médio de cerca de 120 dias, que propicia erdedvimento dos processos
oxidativos. Durante este periodo, o eritrocito deskve suas funcdes sem
aparente dano peroxidativo (CHIU; LUBIN; SHOHET 829 e isto se deve a
presenca de um eficiente sistema antioxidante fdorpar enzimas e compostos

antioxidantes.



43

2.4 Ciclodextrinas

As CDs sao oligossacarideos ciclicos, compostasidiades de glicose
unidas por ligacdesa-(1,4). As CDs naturais mais comuns $8d@ e vy, que
contém seis, sete e oito unidades de D-(+)-gliepises, respectivamente
(JESUS et al., 2006; FRACETO et al., 2007; LYRAakt2010; YANG et al.,
2012).

As CDs sao produtos ciclicos da hidrélise do ammwo alguns
microrganismos, através da enzima ciclodextrineoglitransferase (CGTase).
O amido utilizado para a producdo de CDs é, geralmalerivado do milho,
mas também pode ser obtido a partir de batatasiwasofontes (JESUS et al.,
2006; FRACETO et al., 2007; MATIOLI, 2000).

Em 1891 foi feito o primeiro relato da existéncas cticlodextrinas por
Villiers e, em 1938, as estruturas das CDs forami@hdas, por Freudenberg e
seu grupo e também sua habilidade em formar comgleEm seguida,
propriedades de formacdo destes complexos de &uclusolecular foram
estudadas, numerosos derivados preparados e d@ivenganas caracterizadas
(CEREDA, 2003; MATIOLI, 2000).

Atualmente, o interesse pelas CDs tem aumentadsideyavelmente e
0 grande investimento em pesquisas possibilitoug&al no custo de producéo
das mesmas, viabilizando sua aplicacdo nas maessdiv areas (BUHA et al.,
2012; CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2007; MATIOLI, 2000)

2.4.1 Estrutura quimica
Em consequéncia da conformacao do carbondo€ residuos de-D-

glicopiranosil e da falta de rotacéo livre ao redas ligagbes glicosidicas, as

CDs nédo sdo moléculas perfeitamente cilindricas apmesentam a forma de
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um cone truncado, conforme Figura 6. As CDs témsem estrutura grupos
hidroxila primérios e secundéarios orientados paexterior. Assim, apresentam
exterior hidrofilico e uma cavidade interna hidim&a (BUHA et al., 2012;
FRACETO et al., 2007; MATIOLI, 2000; SANCHO et é&011).
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Figura 6 Representagcdo esquematicp-G@® e sua estrutura tridimensional

Enquanto a superficie externa tem natureza hidrafilos pares de
elétrons livres dos oxigénios envolvidos em ligacgkcosidicas séo dirigidos
para o interior da cavidade, proporcionando elevitsidade eletrbnica e, por
consequéncia, um carater menos polar. Gracas aematthidrofébica da
cavidade, moléculas de tamanho, forma e hidrofdads adequada sao capazes
de interagir de forma ndo covalente, para formaraomplexo estavel, por
inclusdo molecular (JESUS et al., 2006; LYRA et 2010; MATIOLI, 2000;
RODRIGUES et al., 2011).

A formacgdo de complexos de inclusdo com uma graadedade de
moléculas hospedes é uma das propriedades maigamigs das ciclodextrinas.
O encapsulamento pode ocorrer tanto em estadoosd@giando moléculas
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héspedes podem ser incluidas dentro da cavidadatajam solugédo, em que ha
um equilibrio entre a molécula héspede complexad&i@ complexada. As
forcas envolvidas no processo de formagéo dos exoplsdo forcas de van der
Waals, ligacGes de hidrogénio e interacbes hidicédb A maioria dessas
interacdes é do tipo hospedeiro-convidado (SALTXBIGA, 2001; SINGH et
al., 2010). Na Tabela 2 sdo apresentadas algurmasigifades fisico-quimicas
de CDs.

Tabela 2 Propriedades fisico-quimicas de alguntdadgxtrinas

Propriedades a-CD p-CD v-CD | HPCD
Numero de residuos de glicose 6 7 8 7
Massa molar (g md) 972 1135 1297 1400

Solubilidade aquosa a 25 °C (g 100l 14,5 1,85 23,2 600

Diametro externo (A) 14,6 15,4 17,5 -
Diametro interno da cavidade (A) 4,7-5|13 6,0-6,55-3 | 6,0-6,5
Volume da cavidade (A) 174 262 427 -
DL50 oral rato (mg.kQ) >10.000| >5.000 =>>8.000 -

Fonte: (DODZIUK, 2006; LOFTSSON, 1998; SALTAO; VEA52001) com
adaptacoes.

Das CDs naturais, a mais utilizada g-@D, pois sua cavidade interna,
com aproximadamente 6A de diametro, acomoda os ogrugromaticos
encontrados na maioria das drogas (PINHEIRO, 2012).

No que diz respeito a toxicidade, os 6rgdos matadbs sdo os rins,

apés a absorcdo sistémica. fACD forma um complexo insoldvel com o
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colesterol. Esse complexo, na urina, passa poaddb glomerular e é retomado
pelas células tubulares renais, o que traz darosre(STELLA; HE, 2008).

Embora as CDs naturais sejam bastante utilizadasveatigacdo e no
desenvolvimento de formulacbes farmacéuticas, epesentam algumas
limitagcdes, como veiculos de farmacos, como é o da$-CD, que, devido a
sua estrutura rigida, apresenta solubilidade aqwokezida. Foram sintetizados,
entdo, representantes modificados mais solUveisjoca hidroxipropilB-
ciclodextrina (HPCD), a 2,6 dimefi-ciclodextrina (DMCD), a sulfo-butil-éter-
ciclodextrina (SB-CD) e a metil-ciclodextrina ramadaada (RM-CD), de forma
a melhorar ndo s6 a sua solubilidade e toxicidade; como promover um
aumento da sua capacidade de inclusdo (BUHA e2@l2; CUNHA-FILHO;
SA-BARRETO, 2007; MATIOLI, 2000).

Neste trabalho experimental foi utilizada a hidpoapil-3-ciclodextrina
(Figura 7), devido a sua baixa toxicidade, ao ptitencial de complexacédo e a
grande solubilidade (ROJAS-AGUIRRE et al., 2012 disso, ela permite a
sua administracdo por via parenteral, o que n&sd@mendado quando se utiliza

ap-CD, que pode causar nefrotoxidade (MELO et al,720
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Figura 7 Representagdo esquematica da hidroxipBegitlodextrina (EL-SAYED,
2014)
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2.4.2 Complexos de inclusédo

As CDs podem ser utilizadas em farmacos, alimewrtmsnéticos, etc
para: estabilidade (frente a luz, radiacdo UV pemtura, oxidagdo, hidrolise);
solubilizagdo (aumento da solubilidade em &guastigultdo de solventes
organicos); liberagédo controlada de ingrediente®sit mascarar odores e sabor
desagradaveis; aumentar a biodisponibilidade; gitraseletiva e efetivar
limpezas (MATIOLI, 2000; MERZLIKINE et al., 2011).

Devido a sua estrutura em forma de anel, as cixtodas sdo capazes
de formar complexos de inclusdo, através de sumlade hidrofébica, com
varios compostos organicos ou nao, modificandoaaacteristicas quimicas e
fisicas dos mesmos. Tal caracteristica € denomiradapsulacdo molecular
(BUHA et al., 2012; RODRIGUES et al., 2011; YANGatt 2012).

O complexo de inclusdo formado entre ciclodextrmamoléculas
héspedes é mantido por interacBes ndo covalentéesne equilibrio dinamico,
em que se tem a molécula hdspede constantement@ssseiando e se
desassociando da cavidade da ciclodextrina. Dtasefs envolvem a formacao
desse complexo: um é que a molécula hospede dessaseiar inteiramente, ou
ao menos parcialmente, dentro da cavidade da CDtre é a polaridade da
molécula héspede e sua competicdo com outros elempresentes no meio
(CEREDA, 2003; MATIOLI, 2000; MERZLIKINE et al., 2).

Em geral, moléculas hidrofébicas tém alta afinidpdéa cavidade da
CD em solugéo aquosa. A hidratagcdo de um complex@i com um héspede
hidrofobico é favorecida energeticamente, quandopesada com a hidratacao
separada dos componentes. Na auséncia da moléégsfede, a cavidade
hidrofébica, que atua como hospedeira, é ocupadanmdéculas de agua;
entretanto, essa € uma interacdo energeticamesfavdevel, uma vez que

requer uma reducao da entropia das moléculas de &gmtudo, uma molécula
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héspede especifica, quando adicionada a solu¢c@Ddexpulsa as moléculas
de agua e ocupa ela prépria esta cavidade (MATIQQD0; MERZLIKINE et
al., 2011).

A principal forca motriz que favorece a encapsitagnolecular
consiste na substituicdo das moléculas de aguaémueclevada entalpia por
moléculas hospedes de menor entalpia. Trata-sengwacesso energeticamente
vidvel, por promover alteracdo favoravel de entalgiumento de entropia e
reducdo da energia total do sistema, fatores qoeilmoem para o aumento da
estabilidade do complexo formado. Interacfes dtiticas de van der Waals,
interagBes hidrofébicas e ligacdes de hidrogéniobéan contribuem para a
formacéo e a estabilizacdo dos complexos de inzl{is&RA et al, 2010).

As CDs sdo utilizadas, principalmente, como agewotaaplexantes,
para aumentar a solubilidade aquosa de drogas Emlideeis e aumentar sua
biodisponibilidade e estabilidade (PEREZ-GARRIDO eil., 2009;
RODRIGUES et al., 2011). A liberacdo controladaf@ienacos por meio de
complexos de inclusdo com ciclodextrinas passa pal@racdo da
farmacocinética e a biodisponibilidade de pringmtivos que, apesar de terem
boa acao farmacoldgica, sdo ainda limitados engdela sua estabilidade e aos
efeitos colaterais indesejaveis. Assim, sob a fodmacomplexo de incluséo,
pode atingir o local de acdo, sem problemas, comatavacdo do farmaco e a
irritacdo de mucosas, ou absorcao limitada, perdotio uso de uma via de
administracio mais comoda (RODRIGUES et al., 2®ALTAO; VEIGA,
2001).

Em artigos publicados ha relatos do estudo de af#nmos com
ciclodextrinas, a fim de melhorarem sua biodispitiddde e diminuir seus
efeitos adversos. Alguns desses artigos estdo difieagns a seguir.

Marconi et al. (2004) estudaram o complexo de B#uentre o

antimalarico esquizonticida sanguineo artemisineng3-CD, por meio da
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espectroscopia de dicroismo circular e calculosde® de densidade funcional.

Os autores demonstraram que o complexo foi fornreadaima estequiometria

de 1:1 (artemisinind3-CD) e que as propriedades do fadrmaco foram atsrad
devido a complexacado com ciclodextrinas, indicamqae houve um aumento na
solubilidade e na biodisponibilidade da artemisininomplexada, quando

comparada ao farmaco livre.

Nos estudos de Yang et al. (2009), sobre a caizatéo do complexo
de inclusdo do antimalarico artemeter em hidroxipB-ciclodextrina, os
resultados demonstraram um aumento de 1,81 vezésdiaponibilidade do
farmaco em incluséo, comparado ao artemeter livre.

Rojas-Aguirre et al. (2012) avaliaram o efeito d® derivado do
antimalarico quinazolina e de seu complexo comotigropil-3-ciclodextrina
sobre células modelos de eritrécitos humanos. @dtaglos indicaram que a
ciclodextrina facilita a interagdo do farmaco conmambrana do eritrécito,
interagindo, principalmente, com a parte externanganbrana, perturbando a
ordenacao das cadeias acila de lipidios e aumentahiiratacdo das interfaces
lipidio-proteina na membrana interior, na qual mplexo é capaz de penetrar,
sendo, portanto, uma forte razdo para considemguinazolina encapsulada
em ciclodextrina seja uma formulagéo promissora pdaratamento da malaria.

Em relagdo a primaquina, existem estudos que visanelhoramento
desta na tentativa de diminuir a sua toxicidadémiga com a diminuicdo da
dose terapéutica e a entrega da droga no locaéae a

Stensrud et al. (2000) realizaram um estudo de psotzcdo de
primaquina em lipossomas em resposta a um gradienpt! e observaram que
a eficiéncia de encapsulacdo dependia da compobjjéixa, da capacidade
tamponante interna, da proporcéo droga-lipidio gmsgenca de colesterol e

carga nos lipossomas.
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Bhadra et al. (2005), em seus estudos de encapsuth primaquina
por glicodendrimeros, observaram que o revestimagmtalendrimeros aumenta
a retencdo da droga, ocasionando uma liberacdootad. A toxicidade
hemolitica foi diminuida, tornando este sistemagaddo para a entrega do
fosfato de primaquina para o figado.

Elbashir et al. (2010) investigaram as intera¢@dgeeos complexos de
inclusdo formados entre ciclodextrinasd ) com primaquina e o seu isébmero
de posicdo, o contaminante quinocida, por meio ddodo semiempirico
(mecéanica quéntica). Eles concluiram que os coroplewais estaveis foram
obtidos quando a cadeia lateral butilamino dos amtgs estava inserida na
cavidade das ciclodextrinas, pois 0 grupamento xietdnolina € muito
volumoso para se ajustar na cavidade-d2D ou daB-CD. As principais forcas
gue contribuiram para a estabilidade desse complexaclusdo foram as forcas
de van der Waals e as forcas eletrostaticas, suelas ligacdes de hidrogénio
também contribuiram na energia de estabilizacaccatoplexo formado. A
ligacdo de hidrogénio forte ocorreu entre a amim@dria que se localiza em
posicdo que permite a interacdo favoravel com a@sn@dé de oxigénio,
localizados nas paredes interiores da moléculagaesm.

De acordo com os estudos teéricos de Elbashir et(2110),
energeticamente, a formacdo do complexo de incles@ice primaquina e
ciclodextrinas é favoravel. Porém, ainda ndo exisstudos experimentais que
comprovem a formacgdo deste complexo e os beneffmiogenientes dessa
inclusdo. Sendo assim, este trabalho foi realizado os objetivos de preparar e
caracterizar o complexo de inclusdo entre PQ e HP@ihda avaliar, por meio
de testesn vitro, a eficacia desta formulacéo de liberacdo modifica fim de
promover a reducdo da toxicidade do antimalaricmethorar seu perfil de

atividade farmacoldgica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizagao 6tica da primaquina

3.1.1 Comprimento de onda maximo e absortividade nter

A fim de se avaliar o comprimento de onda de ald&ongaxima da PQ,
foi preparada uma solucéo estoque 1 mM do farmerocdgua. Esta solucao foi
posteriormente diluida para 2B/ e o seu espectro de absorcédo observado em
um espectrofotbmetro de UV-vis Varian — Cary 50berana faixa de 200 a 700
nm, utilizando-se uma cela com caminho 6tico dml c

A absortividade molar da PQ foi determinada porordns valores de
absorbancia de solu¢cdes com concentracdes crescenBQ (uM, 10 uM, 15
UM, 20 uM e 25uM), por meio da lei de Lambert-Beer (Equacéo 3)etno A
€ a absorbancia da amostra, ¢ é a concentracaspdaie absorvente, b é a

distancia percorrida pelo feixe através da amestré a absortividade molar.

A=¢e.b.c 3)

3.1.2 Comportamento da primaquina em ambiente comiférentes

constantes dielétricas

A fim de simular o comportamento da PQ em ambieqgtémicos de
diferentes constantes dielétricas, espectros fafatidos (na faixa de 230 nm a
300 nm) em meios contendo diferentes proporcdeagde:etanol (10:0, 7:3;
5:5; 3:7; 1.9 e 0:10, v:v) (LIMA, 2010).
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3.2 Preparacdo do complexo entre a primaquina e hidxipropil- 3-

ciclodextrina

Para a preparacdo do complexo de inclusdo sélaamf misturadas
quantidades apropriadas de PQ e HPCD em a&agua adestital que a
estequiometria fosse 1:1. As amostras foram deixagab agitacdo a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apés diledo (tempo determinado
no experimento de cinética, Item 3.3.1 Materiai®é&todos), a solucdo foi
liofilizada (liofilizador Labconco Freezone 4.5)amazenada em freezer. O
complexo foi preparado no Laboratério de Bioquimiga Departamento de

Quimica da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

3.3 Caracterizacéo do complexo

3.3.1 Cinética de formacao do complexo

Para a avaliacdo da cinética de formacao do comptexseja, o tempo
necessario para que haja a incorporagdo da moléeulaQ na cavidade da
HPCD, foram realizados alguns testes. Quantidaglepraadas de PQ e HPCD,
na razdo molar de 1:1, foram misturadas em agutladies e deixadas sob
agitacdo, em temperatura ambiente, verificando-se leitura no
espectrofotdmetro de UV-vis em tempos pré-deterdasano comprimento de
onda de absorcdo maxima da PQ (258 nm), até qgeildbeio fosse atingido.
Os experimentos foram realizados em triplicata. €oeferéncia, foi analisada
também a absorbancia de uma solucdo de mesma taigéende PQ pura. A
cinética de formacao do complexo foi avaliada nlbdratério de Bioquimica no
Departamento de Quimica da UFLA.
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3.3.2 Avaliacdo espectrofotométrica da interacdo PGIPCD

Para a avaliagédo da interagdo entre a moléculaQde APCD, foram
observados os efeitos da ciclodextrina no espefrabsor¢do UV-vis da PQ.
Para isso, foram preparadas solu¢bes de PQ:HPCpropsrcdes de 1:0, 1:2,
1:100 e 1:500 e coletados os espectros de abspec@aixa de 230 nm a 300
nm, a fim de se verificar o efeito de concentragérescentes de HPCD nos

espectros da molécula de PQ.

3.3.3 Analise por espectroscopia na regido do infrarmelho com

transformada de Fourier (FTIR)

Utilizou-se espectrofotbmetro Digilab Excaliburyieé=TS 3000, com
transformada de Fourier para a obtencdo dos espatgrabsor¢do na regido do
infravermelho. Empregaram-se janelas de KBr, arpadet 194 mg de KBr e 6
mg do material analisado que, apds pesagem, fadteem estufa, a 60 °C, por
2 horas. Posteriormente, as amostras foram margidadessecador e levadas a
prensa hidraulica, por 10 segundos, sob uma predsd8 toneladas. Os
espectros foram obtidos na faixa de 4.000 a 408 com resolucéo de 4 che
nimero de acumulagbes igual a 16 scans. As andiseamostras de PQ,
HPCD, mistura fisica de PQ + HPCD e complexo déugim PQ:HPCD na
razdo molar 1:1, foram feitas no Centro de Anabs®rospeccdo Quimica
(CAPQ), no Departamento de Quimica da UFLA.

3.3.4 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A analise morfologica do complexo de inclusao eatfeQ e a HPCD

foi realizada em um microscopio eletrbnico de vd@ura Leo Evo 40, no
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Laboratério de Microscopia Eletrbnica e Analise rdltEstrutural do
Departamento de Fitopatologia da UFLA.

Foram realizadas analises de quatro amostras: PQDPHmistura fisica
de PQ:HPCD e complexo entre PQ e HPCD. As amo$trasn levadas a
estufa, a 60 °C, por 15 minutos, para a retiradedie a umidade presente nas
mesmas. Logo depois, foram depositadas em stutaudgnio com fitas de
carbono (dupla face) e, em seguida, foram cobpdasma fina camada de ouro

em evaporador SCD 050 da Balzers, a fim de sereimmaondutoras.

3.3.5 Ressonéncia magnética nuclear (RMN)

Amostras de PQ, HPCD e complexo (PQ:HPCD) foranpgreelas
em DO, para a aquisicdo de espectros unidimensionais, atribuicdo dos
hidrogénios pertencentes & cada molécula. Aligui¢ag800uL foram levadas
ao espectrometro de ressonancia magnética nucheatuleos de 5 mm de
didmetro. Os experimentos foram conduzidos, a 25 ando-se como
referéncia o pico da agua residual (4,7 ppm). mxentos de RMN de
hidrogénio tHRMN) foram conduzidos em espectrémetro Bruker 408z
operando em um campo de 11,7 Tesla em frequén@ahjrogénio de 499,73
MHz (resolugdo digital das medidas de 0,39 Hz/pongertencente ao
Departamento de Quimica da Universidade AutbnonBadeelona, Espanha.

Espectros de'H foram utilizados para se analisar variacdes nos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios das mokdeld?Q e HPCD, apés a
complexacao.

A estequiometria de complexacéo foi determinada peétodo de
JobPlot. A partir de solugbes equimolares de PQPED] foram adicionadas,
sequencialmente, aliquotas dejd0de PQ, até um volume final de 500, de

forma que a concentragéo total de cada componeodificou-se, variando a
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fracdo molar (r) das espécies entre 0 e 1. O pardrfigico-quimico analisado
foi o deslocamento quimico na auséncia e na prassm¢iPCD. A analise dos
dados foi realizada construindo-se um grafico deagao do deslocamento
guimico, em funcédo da fracdo molar, em que, norvaldximo de r, se tem a
relacdo de estequiometria.

3.4 Testesn vitro

3.4.1 Hemdlise isotbnica

Para o preparo da suspenséo de eritrocitos, f@add sangue humano
com anticoagulante heparina (27 mM citrato s6di@mM cloreto sédico, 114
mM glicose e 2,6 mM acido citrico), que foi centghdo, por 10 minutos, a
3.500 rpm. O plasma, as células brancas e as gardoram removidos por
aspiracdo. As células vermelhas foram ressuspemsgdampdo fosfato, PBS 5
mM (NaH,PQ;, NaaHPQO, e NaCl) em pH 7,4, tampao de osmolaridade e pH
fisiolégico, sendo novamente centrifugadas nas rasseondigbes. Foram
realizadas duas repeti¢cdes e o concentrado de lenddatido foi mantido sob
refrigeracédo (£C). Esta “papa” de hemacias, com concentracdo 6o 1i
diluida para hematocrito (Ht) 0,15%.

O ensaio hemolitico consistiu na adicdo de conaedés crescentes das
seguintes amostras: PQ, HPCD e complexo PQ:HPClma suspensédo de
hemacias com Ht de 0,15% diluidos em um volumd fieal mL de tampao
PBS. Apés incubacéo a temperatura ambiente poriGtos, as amostras foram
submetidas a centrifugacdo, por 8 minutos, a 8rp@®d e a concentracdo de
hemoglobina no sobrenadante determinada especdmdtticamente em 412
nm. Foram realizadas medidas em triplicatas paila cancentracdo testada e
também para os seguintes controles: eritrécitos em PBS (controle de
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hemdélise mecanica) e= eritrécitos em agua destilada (controle de hesadli
total).

O efeito hemolitico (% de Hemodlise) foi acompanhadedindo-se a
concentracéo de hemoglobina no sobrenadante ddoaomm a equacéo 4.

Aa‘ Acl

% Hemodlise = x 100 (4

AcZ‘ Acl

em que A é a absorbancia da amostra; & A., séo, respectivamente, as
absorbancias dos controlgsece em 412 nm.
Com os valores calculados de percentual de hemfdisan construidas

curvas de hemolise induzida para cada solucéaltesta
3.4.2 Oxidacédo da hemoglobina

A fim de testar a toxicidade do complexo de inatu§&):HPCD em
relacdo a PQ livre, realizaram-se ensaios pardicaerio efeito oxidativo dos
mesmos sobre a hemoglobina.

No preparo de hemoglobina purificada, as suspend@efemacias
foram lavadas trés vezes em solucédo salina (154mMacCl e centrifugadas, a
3.500 rpm, durante 5 minutos), hemolisadas com d&gsdilada (1:1, viv) e
centrifugadas (1.500 xg, 5 minutos), descartandoeseprecipitado. A
concentracdo das solugdes de  hemoglobina foi  dietzda
espectrofotometricamente pela absorcdo em 412 rdilulas nas mesmas
condi¢Bes dos ensaios hemoliticos (Ht 0,15%). Hstasn incubadas, durante
60 minutos, com quantidades crescentes de PQ H&®@D pura e complexo

PQ:HPCD. A formacdo de meta-hemoglobina foi anddisaem um
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espectrofotbmetro UV-vis da Varian — Cary 50 Probeglizando-se uma
varredura entre 500 e 700 nm. Como controle decBmlala oxidacdo de 100%

da hemoglobina, foi utilizadoke(CN),

3.4.3 Ensaios de liberagcam vitro

Para os testes de liberacdo, foram utilizados ns&ésgte de dois
compartimentos separados que permitiram obserVérescdo da PQ livre e
complexada, desde o compartimento doador (5 mL9) atdmpartimento aceptor
(200 mL), contendo PBS 5 mM, pH 7,4, sob agitae&e,la 37 °C. Amostras do
compartimento aceptor foram coletadas, durant@$, @ a concentracédo de PQ
foi determinada por espectrofotometria UV-{As=258 nm). A droga livre foi
dispersa na mesma concentragcdo em PBS e utilizasaedma maneira, para
fins de comparacéo. A liberacdo modificada foi okesda por meio do grafico
de porcentagem de PQ liberada em funcdo do tempax@erimentos foram
realizados em triplicata. A quantificacdo da potagem de PQ liberada foi

realizada utilizando-se uma curva de calibracao RAES et al., 2007).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao Gtica da primaquina

4.1.2 Comprimento de onda maximo e absortividade nter

Medidas de absorcéo refletem a capacidade intdndecum material
em absorver radiagées em um comprimento de ondeiéisp (LIMA, 2010)
Para a realizacdo de estudos de interagcdo enteeHRRELD, propriedades oticas
da PQ, como medidas de absorcdo em UV-vis, forgtoedas Na Figura 8
apresenta-se o espectro de absor¢do da molécl® desalizado entre 200 e
700 nm.

0,6

0,54

0,4 258nm

0,3 1

0,2

Absorbancia

0,14

0,0

o1 -
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 8 Espectro de absor¢édo UV-vis da molécul@@d = 25uM, a temperatura
ambiente
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A partir da andlise da Figura 8 pode-se observaragmolécula de PQ
apresenta um maximo de absor¢cdo em 258 nm. A padte dado, construiu-se
uma curva analitica (Figura 9), variando-se a aoinaedo de PQ entre| M e
25 uM, por meio da qual foi possivel determinar o vaflar constante de

absortividade molar da mesma.

Equation y=a+b*
0.6 4 Adj. R-Square 0,99966
! Value Standard Error

4 Mean Intercept -0,00244 0,00178
Mean Slope 0,02165 1,99656E-4

Absorbancia

0 5 10 15 20 25 30
[PQ] mM

Figura 9 Determinagéo da constante de absortivideadar da PQ em 258 nm, a
temperatura ambiente

O valor da absortividade molar encontrado a pattirequacdo de
Lambert-Beer foi de 21.650 f"dm" sendo considerado um valor elevado,
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indicando que a molécula tem alta capacidade dergirs da luz na regido do
UV-vis.

4.1.3 Comportamento da primaquina em ambiente comiférentes
constantes dielétricas

No intuito de analisar a influéncia da polaridadesdlvente na absorc¢éao
da PQ na regido do UV-vis, foram preparadas anwdi@ farmaco em
diferentes constantes dielétricas, variando-se espopcdes agua:etanol,
conforme descrito no item 3.1.2.

Os efeitos elementares das interagBes soluto-gelvpuderam ser
analisados e compreendidos pela ordenacdo da otmnslielétrica. Na Figura
10A observa-se que o comportamento da PQ variaoouoef se alteram as
condicbes do meio. Estas variacdes se evidenciato teo deslocamento do
comprimento de onda maximo quanto na intensidadgdsgercao. A variacdo na
intensidade esta relacionada com a probabilidad&deer transicdo eletronica
entre os estados fundamental e excitado. Estag¢éang dependente da eficiente
solvatacéo dos niveis energéticos, favorecendo estabilizacdes. A auséncia
de variagdo no formato das bandas de absorcéocesggera excitagéo ocorre a
partir de estados eletrénicos similares (GUZZO,7200MA, 2010).
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As leituras foram realizadas e os dados obtidoslaesm uma
diminuicdo da absorbancia de PQ Em 258 nm, em fun¢éo da diminuigdo da
polaridade ou da constante dielétrica do meio, aramd a Figura 10B.
Observaram-se um deslocamento do comprimento de madima absorcéo da
PQ para maiores comprimentos de onda, regido donelleo (efeito
batocrédmico) e diminuicdo da intensidade de absofefeito hipocrémico), de
acordo com a diminuicdo da polaridade, o que erasalesperar ja que a
molécula de PQ é hidrofilica. E, com a diminuic&o pblaridade, ela ficou

menos sollvel no solvente.

4.2 Caracterizacdo do complexo de inclusédo

4.2.1 Cinética de formacao do complexo de inclusdo

A formagdo dos complexos estd diretamente relad@na
hidrofobicidade da molécula hospedeira a ser imraga e ao tamanho,
devendo adequar-se inteiramente ou parcialmentmtedor da cavidade da
ciclodextrina (CEREDA, 2003; MATIOLI, 2000; MERZLINE et al., 2011).
Como a molécula de PQ é mais hidrofilica, encors®udificuldade em
encontrar um intervalo de tempo especifico paraaueemplexo de inclusédo
fosse formado. Padronizou-se o tempo de esperagirara dias, pois, apds
alguns testes, observou-se que este tempo semmaatie tendo havido uma

mudanca no comportamento ético da PQ.
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4.2.2 Avaliacéo espectrofotométrica da interacdo PEPCD

A formacéo do complexo de incluséo provoca mudangasespectro de
absorcdo da molécula hospede, que sédo identificpadls deslocamentos
batocrdmicos e/ou pelo alargamento de bandas. Estamncas podem ser
provocadas devido a uma perturbacdo dos niveisndegia eletrdnicos do
héspede, causada pela interacdo direta com a eittoth ou pela expulsédo de
moléculas de agua de solvatacdo da cavidade dao@Dainda, pelos dois
efeitos (LYRA et al., 2010; SINGH et al., 2010).

Em solucdes aquosas, apés a inclusdo de um famaacavidade das
CDs, h4 mudangas no ambiente quimico e podem oa@stocamentos (hipso
e bato, hipo ou hipercrémico) ou mudanca de intimas nos espectros (no pico
de absor¢do méxima) de forma similar aos efeitasamos por solventes com
diferentes polaridades (LIMA, 2010).

Em solugéo, nem todas as moléculas héspedes esmoesgr associadas
a cavidade das CDs, devido ao equilibrio dindmicacam o aumento da
concentracdo de ciclodextrinas, uma maior quargicel moléculas de PQ é
capaz de formar complexos de inclusdo. Por issadalizada a analise dos
espectros de absorcao UV-vis da molécula de PQ@resenca de concentracfes

crescentes de ciclodextrinas, conforme a Figura 11.
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Figura 11 Variagdo da absorbancia da PQu@% na presenca de HPCD, em diferentes
razbes molares

Na Figura 11 observa-se que, & medida que a coacaat de
ciclodextrinas aumenta, ocorre um deslocamentoatiopomento de onda de
méxima absorcao da PQ para valores mais elevadosndgrimentos de onda.
Para a PQ livre (1:0), b max foi de 259 nm, na proporc¢éao de 1:100 houve um
aumento no comprimento de onda para 260 nm e @ maplar de 1:500, foi
para 262 nm.

Em relacdo a intensidade de absorcdo com proposgiEmndentes de
HPCD, observou-se um aumento dessa intensidadetoepara a proporcao
1:500. Esse resultado reflete alterac6es no anebigmimico em que as
moléculas de PQ estdo presentes e indicam a rénsi@ do farmaco do meio
aquoso para a cavidade das ciclodextrinas (DODZIRBQ6; VENTURINI,
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2005). Devido a presenca de deslocamentos bataménmaumento da\)
significativos, pode-se sugerir a formacéao do cexpPQ:HPCD
Conhecendo-se o perfil de variacdo do espectrdsergdo UV-vis da
molécula de PQ em funcdo da polaridade do meiopaomn-se o efeito da
presenca de ciclodextrinas no meio contendo PQ.FMara 12, pode-se
observar o comportamento da molécula de PQ enedifes meios, em agua, em
uma mistura de 20% de 4gua e 80% de etanddZ,8) e na presenca de HPCD,

razao molar 1:1.

0,6

HO

0,54
PQ:HPCD

Etanol

0,4

0,3

Absorbancia

0,2

0,1

0,0

e L B e e e e e S e LS B s m
230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330

A (nm)

Figura 12 Variagdo da absorbancia da PQU¢5em agua, em uma mistura agua:etanol
20:80, v/v e em presenca de HPCD

Dados da literatura demostram que o interior daidede das
ciclodextrinas pode apresentar diferentes constatitdétricas, de acordo com
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diferentes condi¢cdes (como por exemplo, grau deatddao da cavidade).
Quando houve exposicdo ao ambiente hidrofébico ciakbdextrinas, o

comprimento de onda de maxima absorcdo da PQ apsaseomportamento
hipocrdmico e deslocamento para maiores comprirsedéonda. O mesmo
aconteceu quando a PQ foi preparada em um ambieses polar, como o
etanol €= 32), evidenciando que ocorre interacdo entre kaula de PQ e a
HPCD, visto que o ambiente quimico da molécula adificou (LIMA, 2010).

4.2.3 Andlise por espectroscopia na regiao do infrarmelho com
transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR é bastante utilizada para senesta interacdo entre
CDs e farmacos no estado solido, caracterizandoraatdo do complexo de
inclusdo por meio de pequenas variagbes nas idtates das bandas e a
frequéncia dos espectros, comparando-se as maiébutas e complexadas
(RODRIGUES et al., 2011; CARVALHO; PINTO, 2012).ram analisadas as
bandas de absorcao dos espectros da PQ e da HREL) tle sua mistura fisica
e apo6s a complexacgéo (raz&o molar 1:1), confornkégasas 13 e 14.

No espectro de FTIR da HPCD constataram-se barudasteristicas na
regido de 3.250-3.450 ¢he 1.000-1,100 cih associadas aos estiramentos O-H
e C-O-C, respectivamente, conforme consta também likeratura
(BOCANEGRA-DIAZ; MOHALLEM; SINISTERRA, 2003; SILVA, 2005;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

No espectro de FTIR da PQ, encontraram-se os seguiicos 2.968,
1.612, 1.469, 1.199, 1.051, 958, 815 e 518! cmeferentes as bandas
caracteristicas de grupamentossCHBH,, C-H, C=C e C-O (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2005). Estes resultados tambéniasim conformidade
com os encontrados por Al-Badr, em 2005.
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Figura 13 Espectro de infravermelho da primaquinma §PQ), da hidroxiprop{-
ciclodextrina (HPCD), da mistura fisica (MF) e dovplexo (PQ:HPCD)
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Figura 14 Espectro de infravermelho de superposiggarimaquina pura (PQ), da

hidroxipropil{f3-ciclodextrina (HPCD), da mistura fisica (MF) e damplexo
(PQ:HPCD)
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A analise de espectros de infravermelho pode séiza€a comparando-
se as bandas que representam a molécula hospefeea mistura fisica com
as que representam o complexo. Normalmente, o tesg mistura fisica é a
superposicao da molécula héspede e da CD, embdrandsas que representam
a molécula hdspede sejam menos evidentes, devidmeror interacao
(TAKAHASHI; VEIGA; FERRAZ, 2012b).

Na analise da mistura-fisica das Figuras 13 e d#dnmse alguns picos
semelhantes ao espectro do complexo de inclus@mpanenos intensos. Isso
sugere que pode ter havido alguma interacéo farBED em estado sélido.

A analise do espectro do complexo de inclusdo PQIHRmostrou uma
forte semelhanca com o espectro da HPCD. Segurkih@shi, Veiga e Ferraz
(2012b), quando ocorre a complexacdo, os picos npoaeidar de posicao,
diminuir ou, mesmo, desaparecer, sendo a modificdedalgumas das bandas
da molécula convidada indicativo de que apenas pange da molécula foi
complexada por CD e o restante inalterado é reapehspela parte nédo
encapsulada.

Na Figura 14 pode-se observar que, no complexo PQIH as bandas
caracteristicas da PQ em 2.968, 1.612, 1.469, 8F48ecm' tiveram uma
reducdo de intensidade comparada aos espectrasldsotla PQ e da mistura
fisica, indicando que, possivelmente, estes grugsiio participando da
formacgédo do complexo (AGUIAR et al., 2014). Peresbeaambém um pequeno
estreitamento nos modos de vibracdo do complexpamdo a HPCD pura, na
regido de 1.000-1.100 émP6de-se comparar, ainda, a intensidade dos picos
bandas das quatro amostras, observando-se umanggéeprincipalmente na
regido de 3.250 a 3.500 ¢nem que houve uma diminuicdo da HPCD livre em
relacdo ao seu complexo e mistura fisica, talveiddei ruptura de ligagbes de
hidrogénio, depois de interagir com a molécula bdspdevido a liberacdo da
agua de inclusédo (RODRIGUES et al., 2011; CARVALHRINITO, 2005).
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A caracterizacdo da formacdo do complexo pode seliada
principalmente nos deslocamentos que ocorrerambaadas da HPCD. Isso

sugere que houve alguma interacao entre atomo® aada CD.

4.2.4 Microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

A microscopia eletrdnica de varredura é utilizadarap analisar
gualitativamente a formacdo de complexos de inolug®mparando-se as
amostras morfologicamente. Normalmente, a mistigiaaf apresenta os dois
componentes distintos. Ja no complexo de inclupareae apenas um, diferente
morfologicamente das formas livres (TAKAHASHI; VEAGFERRAZ, 2012a).

Figura 15 Micrografia eletronica de varredura da&CBRA), da PQ (B), da mistura
fisica (C) e do complexo PQ:HPCD (D), com aumered ¢00x



70

Na Figura 15(A) é possivel observar que os cristéégs HPCD
apresentam uma estrutura arredondada e bem defoid# ja reportado na
literatura por MELO et al. (2007) e GUILHERME et €2010). Para a PQ livre
foram observados cristais cubicos-retangularesu(&ig.5B). A mistura fisica
PQ/HPCD revelou algumas semelhancas com a moréldgi HPCD livre,
porém, em tamanhos menores, talvez pelo processastgeracao (Figura 15C).
J& para o complexo de inclusdo (Figura 15D), pedekservar uma estrutura
apresentando cristais com formas e tamanhos diésratas estruturas puras,
mostrando altera¢des nas quais a morfologia otigloa cristais foi perdida,
indicando que a complexacdo altera a estruturainatigdlos cristais dos
farmacos, como descrito na literatura para outomspostos (GUILHERME et
al., 2010; PINTO et al., 2005; MORAES et al., 200ELO et al., 2007).

4.2.5 Andlise por ressonancia magnética nuclear (RN)

O RMN é uma técnica amplamente empregada parantdeter a
formacédo de complexos de inclusdo, tendo a vantaigeser capaz de revelar a
estrutura do complexo, permitindo visualizar derfardireta as interagdes que
ocorrem entre as moléculas héspedes e as, @Bstificando a parte da
molécula convidada que se encontra incluida nadadei da CD (LYRA et al.,
2010; TAKAHASHI; VEIGA; FERRAZ, 2012b).

Seis prétons da CD podem ser utilizados na andtiseespectros di
RMN, quatro localizados na superficie exterior (HR, H4 e H6) e dois na
cavidade H3, localizado préximo a cavidade maigaa H5, localizado no lado
mais estreito, conforme Figura 16. Geralmente, adamcas no espectro de
RMN das CDs sao nos hidrogénios H3, H5 e H6, depadwl da profundidade
em gue a molécula héspede entra na cavidade deOClarmaco convidado

também apresenta alteracdes nos sinais corresgeada@os atomos que
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penetraram na cavidade das CDs (LYRA et al., 20MKAHASHI; VEIGA;
FERRAZ, 2012b).

CH,CH,OHCH,  CH,CH,OHCH,
H, e

Figura 16 Representacéo dos hidrogénios da cidodax

Foram obtidos espectros unidimensionais para buitfio dos sinais
dos hidrogénios das espécies individuais (PQ e HR&posteriormente, do
complexo PQ:HPCD, a fim de avaliar a sua formaghservando possiveis
alteracdes nos ambientes quimicos dos hidrogénids @ formacdo do
complexo. A atribuicdo de cada sinal em relacachar®génios das moléculas
de HPCD estéa representada na Figura 17.

No espectrdH RMN da HPCD observaram-se seis picos identifiisave
e somente 0 pico do préton anomérico H1 aparecefrezméncia maior que 4
ppm; os outros picos, H2, H3, H4, H5 e H6, apamueentre 3,5 e 4,0 ppm.
Portanto, os resultados encontrados para a HPGID dstacordo com dados ja
relatados na literatura (ARAUJO et al., 2008; GAREet al., 2010; GRILLO
et al., 2008; ONNAINTY; LONGHI; GRANERO, 2011).
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Figura 17 Espectro dé&i RMN da hidroxipropilB-ciclodextrina

Os sinais dos hidrogénios relacionados a molécdaP@ estao
representados na Figura 18.

O espectro da PQ apresentou algumas regibes que meato
caracteristicas, o que facilitou a atribuicdo, copar exemplo, as regibes dos
hidrogénios dos anéis aromaticos (6 a 8 ppm) espieferentes a cadeia lateral.
Entretanto, nem todas as regides sdo tao cardic&sia ponto de se concluir a
atribuigéio dos picos da PQ apenas com um espgt®MN monodimensional.
De acordo com a Figura 18, os hidrogénios da miaétriprimaquina puderam
ser atribuidos em Gtima concordancia com os dagltitsedatura (KRISTENSEN
et al., 1993; BLAU et al., 2008).
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Figura 18 Espectro d&i RMN da primaquina

Para obter informacBes sobre a interacdo da PQ eaanvlécula de
HPCD, foi observado o efeito da presenca do farmacdeslocamento quimico
dos sinais da HPCD por meio dos espectros da FigurA partir destes dados,
construiram-se as Tabelas 3 e 4, sendo possivadrnvabso efeito da

complexacgédo no deslocamento quimico dos hidrog@gigaolécula de HPCD e

PQ.
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HPCD

complexo

PQ

Figura 19 Espectro déi RMN da HPCD, da PQ livre e do complexo PQ:HPCD

E possivel notar, na Figura 19 e na Tabela 3, quesenca da PQ causa
um deslocamento minimo em praticamente todos o®dédios relativos a
HPCD, sendo um pouco mais acentuada somente nozgéidos H1 e H2.
Seria esperado um deslocamento maior, principaéneos hidrogénios H3 e
H5, pois a formacao de complexos de inclusdo cogugreas moléculas causa
um efeito sobre a molécula de ciclodextrina, cormoagmentasse a nuvem
eletrbnica sobre os hidrogénios da mesma, causasdim, deslocamentos
quimicos nos prétons presentes no interior daaéoitrina (SCHNEIDER et al.,
1998).
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Tabela 3 Atribuicdo e deslocamentos quimicos désps da HPCD, antes e apés
complexac¢do com PQ

Atribuicdo HPCD (ppm) HPCD em Ad (ppm)
PQ:HPCD (ppm)

H1 5,00 4,96 -0,04
H2 3,70 3,62 -0,08
H3 3,90 3,90 0,0
H4 3,55 3,52 -0,03
H5 3,75 3,72 -0,03
H6 3,75 3,72 -0,03

Tabela 4 Atribuicdo e deslocamentos quimicos désps da PQ, antes e apds
complexa¢do com HPCD

Atribuicdo PQ (ppm) PQem AS (ppm)
PQ/HPCD (ppm)

Ha 8,6 8,59 -0,01
Hb 7,8 7,68 -0,12
Hc 8,5 8,52 +0,02
Hd ND ND ND
He ND ND ND
Hf 3,8 3,87 +0,07
H1 ND ND ND
H2 3,6 3,49 -0,11
H3 1,6 1,73 +0,13
H4 1,5 1,27 -0,23
H5 2,9 2,95 +0,05
H6 ND ND ND
H7 1,2 1,05 -0,15

ND: valor ndo determinado, devido ao fato de osdgénios se intercambiarem muito
rapido com a bD.

Em relacdo a variagdo de deslocamento quimico da(TRQela 4),
observou-se que a maior variacdo deste deslocansentteu em sua cadeia
lateral, indicando ser esta a parte que interagées rfaatemente com a
ciclodextrina. Isto esta de acordo com os dadasctedobtidos por Elbashir et
al. (2010), que concluiram que os complexos maidves foram obtidos
quando a cadeia lateral butilamino da PQ é insatfieldtro da cavidade das

ciclodextrinas, pois 0 grupamento metoxi-quinoléanuito volumoso para se
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ajustar na cavidade da mesma. O grupo concluidaanue as principais forcas
gue contribuiram para a estabilidade desse comfteam as forcas de van der
Waals e as forcas eletrostaticas, tendo as ligadéehidrogénio também

contribuido na energia de estabilizacdo do compfexmado. A ligacdo de

hidrogénio forte ocorreu entre a amina primaria sgiéocaliza em posicao que
permite a interagdo favoravel com os &tomos deéoidg localizados nas
paredes interiores da molécula hospedeira.

A interacdo da cadeira lateral de PQ com a cicloolexpode indicar,
ainda, a possibilidade de a primaquina formar umptexo de néo incluséo, ou
seja, se ligar a parte externa da ciclodextringue faz sentido, ja que a
molécula de primaquina é bastante hidrofilica. Radas parecidos foram
encontrados por de Jesus e colaboradores (2012)seersm estudos sobre
complexos entre riboflavina e ciclodextrinas. Egtsttidos demonstraram que a
interacdo entre riboflavina@-CD ou HPCD, em baixas concentra¢fes, parece
ocorrer por meio de ligagdes de hidrogénio enftavmnoide e 0 aro externo de
ambas as CDs. Independentemente do mecanismo dplezagéo, estes
resultados indicaram que os complexos de riboftaviem ciclodextrina
aumentaram significativamente a solubilidade e nmiédizaram o efeito
antitumoral do farmaco.

Os estudos de FTIR indicaram uma alteracdo nasisidedes das
bandas caracteristicas tanto da cadeira laterait@juins anéis aromaticos da
molécula de PQ, indicando que pode haver uma g#eralo farmaco com a
ciclodextrina tanto externamente (complexo de m&tsédo) quanto incluso na
cavidade da HPCD.

Para comprovar a suspeita da formacao de comptiexnéo inclusdo da
primaquina com ciclodextrina, serdo necessariogdest mais aprofundados,

como, por exemplo, outras técnicas de ressonanagnética nuclear, como
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ROESY, DOSY, medidas do tempo de relaxamento lodmial (T1), analises
térmicas, difratometria de raios X e calculos =8I

Na Figura 20 apresenta-se o resultado obtido mdPBIdt para o H1 da
HPCD (os outros hidrogénios estdo muito proximoan®los para fazer as
medicdes com precisdo e, portanto, ndo foram numsfaO ponto de maxima
variagdo no JobPlot foi obtido na razdo molar r=@3que indica que a
complexacgdo tem estequiometria de 1:2, ou sejapléaula de PQ para duas

moléculas de HPCD.
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Figura 20 Grafico de JobPlot do complexo PQ:HPCD
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4.3 Testesn vitro

4.3.1 Teste de liberagcam vitro

Os sistemas de liberagdo controlada devem modificgperfil de
concentracdo do farmaco, quando comparado & maléetg, ou seja, devem
apresentar liberagdo mais lenta ao longo do tesgsim, os testes de liberagédo
in vitro permitem observar e avaliar a permeacdo de farmatasés de
membranas, em que as formulacdes que apresentaonesdaxas de liberacao
tém, possivelmente, maior constante de estabilidedeteracdo farmaco/CD
(MORAES et al., 2007; GRILLO et al., 2008).

O teste de liberacdo realizado possibilitou avafiapermeacdo do
farmaco através da membrana. Neste ensaio, o farteat a capacidade de
atravessar 0s poros da membrana, pois apresenta mear de 455,35 Da,
menor que o poro da membrana 1.000 Da, mas as ufadéde HPCD (massa
molar 1.480 Da) sdo maiores e ndo a atravessarassa dorma, € possivel
observar o efeito da complexacdo na velocidadeilmkrakbdo do farmaco
(GRILLO et al., 2008).

Na Figura 21 apresentam-se os perfis de liberagddraba livre e de
seu complexo de inclusdo com HPCD em funcdo dode@pservou-se que a
presenca de CD modifica, mesmo que em pequena mgéapoo sistema de
liberacdo do farmaco, em comparag¢do com a solugdinote (sem a presenca
de CD). Pela analise das curvas, observou-se hjperacéo total da PQ (100%)
em solucéo ocorreu apés 4,5 dias (6.020 minutosljalise e, para o complexo
de inclusdo, neste mesmo intervalo de tempo, aralife foi de,

aproximadamente, 96%.
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Figura 21 Curvas de liberac&ovitro para PQ em auséncia e em presenca de HPCD
(razdo molar 1:1) a 37°C

O comportamento mais lento do complexo de inclupade ser
explicado devido a existéncia do equilibrio de clexgcdo do farmaco com a
ciclodextrina, em que o farmaco encontra-se cotetante se associando e
desassociando da cavidade da ciclodextrina. Ndojniz farmaco que se
encontra livre da cavidade da ciclodextrina aprasema liberacdo mais rapida,
enquanto aquele que esta associado a cavidadelddegirina apresenta uma
liberacdo mais lenta. Este mesmo comportamentoi jeeportado na literatura
para anestésicos locais (MORAES et al., 2007)claagasico (GRILLO et al.,
2008) e antibiético (MELO et al., 2007). Uma vezdquporo da membrana de
dialise € menor que o da HPCD, esta ndo atravesssrdrana e apresenta uma
concentracdo constante ao longo do tempo, no cémeato doador. Porém,
com a liberagdo da molécula do farmaco do intedeorcavidade da CD e a
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passagem do farmaco para o compartimento aceptréatda membrana, a
propor¢do de ciclodextrina em relacéo ao farmaccomepartimento doador vai
aumentando, fazendo com que ocorra um deslocardergquilibrio em fungéo

da formacéo de complexo, 0 que faz com que a fBeraeja mais lenta em
funcdo do tempo, ou seja, modificada devido a cergudo (GRILLO et al.,

2008, MELO et al., 2007, MORAES et al., 2007).

4.3.2 Testes hemoliticos em condic¢des isotonicalsgflacdo de Hb)

Na Figura 22 observa-se o efeito da HPCD, da pumage do
complexo sobre eritrécitos, em condicfes de osndalde e pH fisiolégicos
(PBS 5 mM e pH 7,4). Nestes ensaios, a concentdg@&oitrocitos utilizada foi
de 0,15%.

Na analise do perfil hemolitico, observa-se quéotanprimaquina livre
guanto a complexada apresentaram efeito hemokticacondicdes isotdnicas
nas concentracdes superiores a 1 mM, tendo a pagen de hemdlise sido
maior na concentragdo de 2 mM. Nas concentrac@esistes a 2 mM, o efeito
litico diminuiu, chegando a zero na concentracawimm utilizada (10 mM).
Em baixas concentraces, inferiores a 1 mM, a manaberitrocitaria é capaz
de absorver certa quantidade de “droga” sem queeaokorra; a partir de
determinada concentracdo, a membrana se satutises @meca ocorrer. Nas
concentracbes superiores a 1 mM, a membrana estdplatamente
desestruturada. Nesse caso, a hemoglobina comocutelémarcadora” é
liberada em solucdo como sinal de saturacdo da maeambseguida da sua
solubilizacdo. A hemoglobina necessita da abertlgagrandes poros nha
membrana para a sua saida dos eritrocitos (HAGERSIDRISOMAA, 1991).
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Figura 22 Efeito de concentragfes crescentes deDHPQ e complexo (PQ:HPCD)
sobre eritrocitos integros (hematdcrito de 0,15#4¢ubados em solugéo
isoténica (PBS, pH 7,4), a 3€

A fim de entender o fenbmeno de diminuicdo da pusgem de
hemolise nas concentracdes superiores a 2 mM daaguina livre e
complexada, investigou-se o que poderia estar @udorcom a hemaoglobina, ja
que o esperado seria um efeito dose dependentegjau nas concentracdes
superiores a 2 mM, esperava-se um efeito liticamm&hbservou-se que, apesar
de a porcentagem de hemolise na concentracdo deM2daen PQ livre
(aproximadamente 30%) ser menor que da complexageoximadamente
40%), o efeito hemolitico, neste caso, € maiors pobxidagcdo da hemoglobina
diminuiu o pico de 412 nm, mascarando o efeito H#itm Os testes de

oxidagao apresentados a seguir confirmam estagsigot
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Observou-se que, nas concentracdes superiores M, 2amto da PQ
livre quanto da complexada, a Hb liberada tinhatoregéo diferente (mais
escura) e, nas concentragcdes acima de 4 mM de, draga cossedimentacao da
Hb, formando “botdes”, indicando desnaturacdo jwat¢BALAJI; TRIVED,
2013).

Muitos trabalhos na literatura mostram que variosygostos podem
interagir com a hemoglobina, alterando suas prdades Opticas, tornando-a
inadequada a medida de lise eritrocitaria. Pararprétar esse fendmeno,
procuraram-se, na literatura especializada, trakadbbre o efeito oxidativo que
a primaquina poderia causar e observou-se quecargagem de hemdlise é alta
em usuarios deste farmaco (LIU et al., 2013; BUR®E)I BANCONE;
NOSTEN, 2010; BALAJI; TRIVED, 2013).

Embora a primaquina seja o principal medicamerilizado para a cura
radical da infeccdo pd?lasmodium vivax, infelizmente seu uso néo é sem risco.
Pacientes com deficiéncia da enzima glicose-6+fosfalesidrogenase
apresentam um aumento da susceptibilidade a hemgliando em terapia com
este medicamento (BURGOINE; BANCONE; NOSTEN, 20RQCHFORD et
al., 2013).

A hemodlise aguda é um efeito colateral bem recadhesm individuos
em uso de PQ, principalmente aqueles com defi@édai enzima G6PD. A
gravidade de hemdlise esta relacionada com o grdB6iPD e a dose de PQ, e
pode ser exacerbada por infeccdes concomitantespncde no figado
(metabolismo reduzido da primaquina), insuficiéneral (atraso na excre¢ao
da primaquina) e a coadministracédo de outras drogaspotencial hemolitico,
como, por exemplo, sulfonamidas (HOWES et al., 20GBNESAN et al.,
2012, ROCHFORD et al., 2013, TAYLOR; WHITE, 2004).

O efeito litico da ciclodextrina sobre os eritrositfoi baixo até a

concentracdo de 4 mM, aproximadamente 10%. No &ntaas concentracdes
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superiores a 4 mM, o efeito acentua-se, chegandpraximadamente, 80% na

concentracdo maxima utilizada (10 mM).

4.3.3 Efeito oxidativo dos compostos sobre a hemolgina

A Figura 23 refere-se ao controle do dano oxidateoHb, em que
concentracdes crescentes dE&{CN), foram utilizadas. A concentracdo de Hb
(purificada de acordo com o item 3.4.2) foi fixael®m 20uM para todos os
experimentos e corresponde ao contelido celulamdesuspenséao de hemacias
de Ht 0,15%. Observa-se a alteracdo espectral dpétta dos picos de 540 e
576 nm e aparecimento de pico em 630 nm) que acdmpa oxidacdo da Hb
por KsFe(CN), molécula utilizada como controle. Na concentrat@i@0uM de
Hb, observa-se que 10QM de KsFe(CN)} sdo suficientes para oxidar

completamente a oxi-Hb.

Absorbancia

T T T T T T T
500 550 600 650 700
A (nm)

Figura 23 Espectros de absor¢éo (500-700 nm) dedlebina purificada (20M) com
concentracdes crescentes gE&(CN); em tampdo PBS 5mM, pH 7,4, aG7
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O pH das amostras de Hb foi monitorado e n&do haaidacdo
significativa até a concentracdo méxima utilizadiéminando a hipotese de
efeito indireto, isto é, da alteracdo da estrutiaehemeproteina por efeito do
pH.

4.3.4 Testes de oxidacdo da hemoglobina

Nas Figuras 24, 25 e 26 observa-se o efeito dadggtrina, da
primaquina e do complexo sobre a hemoglobina padfk, conforme descrito
no item 3.4.2.

A observagéo visual de “botBes” e de coloracaorelifdada da Hb
(mais escura) foi o primeiro indicativo de oxidacAmxidacdo da hemoglobina
€ arazédo de ndo se registrar 100% de lise no®srsanoliticos. A Hb oxidada
deve formar hemicromos (precursores dos corplsctéodHeiss) (PLATT;
FALCONE, 1995) que sao insoliveis e formam os “bstf observados nos
precipitados das amostras submetidas a altas domgges de PQ livre e
complexada. Como a hemolise é medida pela absaesbdadib em solucéo, as
leituras baixas (no sobrenadante) sdo erroneamanézpretadas como
indicativas de pouca hemodlise.

A analise do efeito oxidativo da PQ livre (Figurd) 2 complexada
(Figura 25) ndo mostrou diferenca significativaedigito entre a forma livre e a
complexada, confirmando o efeito “levemente” maiarforma de PQ livre dos
ensaios hemoliticos. O aparecimento do pico em r680é o indicativo da
formac@o de meta-hemoglobina, sendo a oxidacécedmdlobina a razdo de
nao se registrar 100% de lise nos ensaios henoslitic

E importante ressaltar que a oxidagdo da Hb pelivikQe complexada
ndo compromete a interpretacdo dos estudos hesoslitUma alternativa para

se observar o efeito hemolitico seria dosar aditi#m de Kintracelular.
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Fig
ura 24 Espectros de absorgdo (500-700 nm) de hebiinglpurificada (2@M) com
concentracdes crescentes de HP&MD tampdo PBS 5mM, pH 7,4, a &7
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Figura 25 Espectros de absorcéo (500-700 nm) dedlebina purificada (20M) com
concentracBes crescentes de primaquina, em tanB@&m®M, pH 7,4, a 3T
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PQ:HPCD
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Figura 26 Espectros de absorcéo (500-700 nm) dedlebina purificada (20M) com
concentracdes crescentes do complexo, em tampa&RBSpH 7,4, a 37C

A PQ é um agente oxidante e converte a Hb do sgrayaeMetHb, uma
acdo que é dose-dependente. Com a administrag# dkaprimaquina, o nivel
médio MetHb aumenta, porém, existe uma grande gawianterindividual
(TAYLOR; WHITE, 2004, LIU et al., 2013). Utilizandmecéanica quantica, Liu
e colaboradores (2013) mostraram que tanto a P@@oa seus derivados néo
reduzem significativamente o potencial de ionizag@temoglobina.

A HPCD (Figura 24) ndo apresentou nenhum efeitdlante sobre a
hemoglobina nas concentracdes utilizadas, confiontaak ele ocorre devido a

interacdo da PQ com a molécula.
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5 CONCLUSAO

Este trabalho foi realizado no intuito de prepacaracterizar e avaliar a
toxicidade por meio de testes de hemdlise e oxaads# hemoglobina do
complexo formado entre o antimalarico primaquina higlroxipropil{3-
ciclodextrina.

As caracterizacfes fisico-quimicas da formulacdaHPQD foram
realizadas por meio da avaliacdo espectrofotoraétii¢IR, MEV e RMN. Por
estas técnicas foi possivel provar que ha umaaigdierentre a molécula de PQ e
a HPCD e prever a estequiometria mais provavel dmplexacdo (1:2
PQ:HPCD). Diante dos dados obtidos, sugere-se qjze mossivel que este
complexo esteja se formando tanto por inclusdo tgupar ndo-inclusdo, ou
seja, a PQ se ligando & parte externa da ciclddexio espectro dé4 RMN,
os hidrogénios da HPCD mais afetados pela presen®g foram o H1 e o H2,
gue sao externos, indicando assim, a existénaiendeinteracdo nesta porcao da
molécula de HPCD. E necessério realizar mais testém de se verificar qual
interacdo especifica esta acontecendo entre PQGD HPPcalcular o valor da
constante de associacdo deste complexo.

Em relac@o aos testasvitro realizados, concluiu-se que a presenca de
HPCD modificou, mesmo que em baixa extensdo, oil pdef liberacdo do
farmaco, em comparacao a solucéo controle. Quarwioen a liberacao total da
PQ (100%), o complexo PQ:HPCD havia liberado cde86%.

Em relacdo a hemolise, tanto a primaquina livrentpua complexada
apresentaram efeito hemolitico em condi¢cbes isc&8niem concentragbes
superiores a 1 mM, tendo a porcentagem de hemdlide maior na
concentracdo de 2 mM. Na analise da oxidacdo dadiebina, a PQ livre
apresentou diferenca minima em relacdo a complec@daHPCD.
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Conclui-se assim, que houve interacé@o entre a maléle PQ e HPCD,
porém, diante dos resultados dos testesitro, a formagdo do complexo
aparentemente ndo beneficiou a molécula de PQ @aargducao no seu efeito
hemolitico, oxidativo e de liberacdo controladaraPaelhor andlise a respeito
do tipo de interacao que ocorre entre PQ e HPCIzzen necessarios estudos
mais aprofundados de caracterizagdo do complexouteoso testes de
citotoxicidade, a fim de analisar o aumento daisfzhibilidade e a reducéo de

toxicidade da molécula PQ complexada.
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