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Resumo

Mesmo com o incremento das pesquisas na area e os esforgos para sua erradicagdo, a
maldria persiste como um grave problema de saude no Brasil e no mundo. As pesquisas
recentes na area utilizam estratégias como o rejuvenescimento terapéutico de farmacos
existentes, através de sua associacdo a nanocarreadores. No presente estudo foram
desenvolvidas e caracterizadas nanocapsulas poliméricas de PCL e PLA-PEG para a
administracdo intravenosa (IV) de arteméter, um antimalarico lipofilico e com tempo de
meia-vida plasmatica curta. As particulas obtidas apresentaram tamanho entre 197 e
296nm, com percentuais de encapsulacdo superiores a 93%. Sua eficacia antimalarica foi
comprovada frente ao Plasmodium berghei sensivel a cloroquina. A toxicidade
cardiovascular aguda induzida pela administracdo IV do arteméter, farmaco com
potencial arritimogénico, foi avaliada por meio das altera¢Ges de pressdo arterial (PA) e
ECG, bem como a neurotoxicidade, utilizando-se protocolo de avaliagdo comportamental.
Dois protocolos foram utilizados para avaliar as alteracdes cardiovasculares in vivo: doses
Unicas e multiplas de arteméter livre e em nanocapsulas foram administradas pela via IV a
ratos Wistar. As doses Unicas de 40 e 80 mg/kg de arteméter livre induziram um
prolongamento do intervalo QT de 19,6 e 32,8%, respectivamente, e de 7,9 e 16,4% para
as nanocapsulas de arteméter nas mesmas doses. Foram observadas hipotensdo grave e
bradicardia nos animais que receberam arteméter livre, com reducdes na PAS e PAD de
17,8 e 22,2% para a dose de 40 mg/kg e de 41,4% e 49,9% para a dose de 80 mg/kg,
respectivamente. Da mesma forma, apods quatro doses de 20 mg/kg, o prolongamento do
intervalo QT foi de 22,7% para o arteméter livre e 5,6% para o arteméter em
nanocapsulas. No protocolo de quatro doses, o arteméter livre induziu aumentos
significativos de PA e frequéncia cardiaca, com hipertensao e taquicardia importantes. A
encapsulacdao do arteméter reduziu significativamente todas as altera¢des na PA e ECG
nos dois protocolos. Embora o arteméter esteja entre os derivados de artemisinina mais
neurotoxicos, este efeito ndo foi confirmado a partir dos testes comportamentais
realizados em camundongos tratados com quatro doses de 20 mg/kg IV. Em sintese, a
eficacia antimalarica foi mantida e todas as alteragdes cardiovasculares foram reduzidas
guando o arteméter foi vetorizado em nanocdpsulas, indicando a seguranca da
associacao entre o arteméter e a formulagao nanométrica proposta.

Palavras-chave: maldria, arteméter, cardiotoxicidade, nanocapsulas, neurotoxicidade.

Alessandra Teixeira Vidal Diniz



Abstract

Even with the increase in research in the area and efforts to eradicate, malaria remains a
major health problem in Brazil and worldwide. Recent research in the area use strategies
such as therapeutic rejuvenation of of drugs already used, through their association with
nanocarriers. In the present study, polymeric nanocapsules of PCL and PLA-PEG for
intravenous administration of artemether, a highly lipophilic drug with short plasma half-
life, were developed and characterized. The obtained particles had sizes between 197 and
296nm, with a higher percentage encapsulation of 93%. Its antimalarial efficacy was
demonstrated against chloroquine-sensitive Plasmodium berguei. The antimalarial
artemether has a cardiotoxic profile. Two protocols were used to assess in vivo
cardiovascular changes in anaesthetized Wistar rats, single high doses and multiple doses
as artemether loaded in nanocapsules or free artemether. The empty polymeric
nanocapsules proved to be safe, since the maximal variation on ECG parameters were
lower than 7%. Artemether dose of 40 and 80 mg/kg induced the QT interval
prolongation of 19.6 and 32.8%, respectively, and 7.9 and 16.4% for artemether
nanocapsules. Similarly, after four doses of 20 mg/kg the QT prolongation were 22.7% for
free artemether and 5.6% for artemether loaded nanocapsules. Severe hypotension and
bradycardia were observed. The SAP and DAP reduction were 17.8 and 41.4% for
40 mg/kg and 22.2 and 49.9% for 80 mg/kg free artemether, respectively. The
nanocapsules loading artemether reduced all of these changes. In the four doses
protocol, the free artemether induced significantly increases of the HR and AP, with
important hypertension and tachycardia. Nanocapsules also reduced all the variations.
Although artemether is among the most neurotoxic artemisinin derivatives, this effect
was not confirmed from the behavioral tests. Summarizing, the antimalarial activity was
maintained and all cardiovascular alterations were reduced when artemether was loaded
in nanocapsules, indicating the safety of drug association with these polymeric

nanocarriers preventing cardiovascular toxic effects.

Keywords: malaria, artemether, cardiotoxicity, nanocapsules, neurotoxicity.

Alessandra Teixeira Vidal Diniz
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1. INTRODUCAO

A maldria, infecgao parasitdria humana, é considerada importante causa de
morbidade em criancas e adultos e a segunda maior causa de mortalidade no mundo,
matando mais de meio milhdo de pessoas por ano (WHO, 2012). A maldria humana
tem como agentes etioldgicos quatro espécies de protozodrios do género Plasmodium
(P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. falciparum), além do P. knowlesi, parasita simio que
passou a infectar o homem. Os casos mais graves da doenca sdo decorrentes da
infeccdo pelo Plasmodium falciparum (DANESHVAR etal.,, 2009; WHO, 2012;
WHITE et al., 2014). A maldria causa considerdvel morbidade e mortalidade no Brasil
(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2013). A malaria grave, sobretudo na sua forma de
sindrome inflamatdria disseminada que acomete especialmente a microvasculatura
dos orgdos vitais como o cérebro, causa uma forma grave e fatal da doenca, que é uma
das maiores causas de morte de criancas na Africa e no mundo (LIKWELAA et al., 2012;

LIU et al., 2012).

Varios estudos vém demonstrando o rapido desenvolvimento de resisténcia do
Plasmodium falciparum aos farmacos antimalaricos disponiveis, incluindo a cloroquina
(LEHANE et al., 2012) e, mais recentemente, também aos derivados da artemisinina
(CHENG et al., 2012; WHO, 2010; WHO, 2012). Este fator reduz as perspectivas de
sucesso dos esquemas terapéuticos usualmente empregados. As estratégias modernas
para o controle dessa doenga preveem ag¢des conjuntas, como o combate do inseto
vetor, diagndstico rdpido e preciso, garantia de terapéutica adequada, associacdo de
farmacos antimaldricos, além do desenvolvimento de novos agentes terapéuticos e
vacinas (SANTOS-MAGALHAES e MOSQUEIRA, 2010; WHO, 2012). Diante deste
cendrio, o desenvolvimento de novas quimioterapias, a busca por novos alvos e o
fortalecimento das politicas de controle a infeccao formam, em conjunto, o principal
plano para eliminacdo do Plasmodium (WHO, 2012; BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE,
2013).

A otimizacdo da acdo dos farmacos em utilizagdo no momento e o

rejuvenescimento terapéutico de antigos farmacos antimalaricos através de novos

Alessandra Teixeira Vidal Diniz



Introducao

estudos de formulacao, tais como a inclusdo em nanocarreadores, sdo estratégias que
vém sendo utilizadas na pesquisa. A associacdo de tais farmacos com lipossomas,
sistemas nanoemulsionados e nanoparticulas poliméricas vem permitindo um melhor
controle da cinética de liberacdo do farmaco, resultando em niveis plasmaticos mais
adequados aos esquemas terapéuticos. Esta estratégia resulta, muitas vezes, em
reducdo dos efeitos téxicos e aumento da eficicia desses antimaldricos
(CHIMANUKA et al., 2002; MOSQUEIRA et al., 2004; REIS et al., 2006; LEITE et al., 2007;
SANTOS-MAGALHAES e MOSQUEIRA, 2010). (HAAS et al., 2009).

Existem diversas metodologias de producdo de carreadores de fdrmacos dentro
da escala nanométrica, sendo vdrias delas simples e pouco dispendiosas, que
possibilitam o uso de polimeros e tensoativos acessiveis comercialmente e obtencdo
de nanocarreadores com métodos escalonaveis para a producdo industrial. Dentre as
técnicas disponiveis para a producdo de nanocapsulas, o método de nanoprecipitacdo
seguida de deslocamento de solvente (FESSI et al., 1989), o método de emulsificacdo
seguido de remocdo do solvente (MORA-HUERTAS et al., 2012), a homogeneizac¢do a
altas pressoes e a extrusdo em membranas sdo os métodos mais utilizados tanto em
escala laboratorial quanto industrial. A hidrofobicidade da molécula é uma
caracteristica essencial nesses processos, permitindo uma alta taxa de associa¢do de
farmacos com o nucleo oleoso das nanocdpsulas poliméricas, nanocarreadores
adequados para administracao parenteral, ou mais precisamente a via intravenosa (1V)
(REIS et al., 2006; MORA-HUERTAS et al., 2012) no caso de doengas como a malaria

grave.

Os carreadores convencionais, com superficie polimérica mais hidrofdbica,
podem ter a superficie modificada pela formac¢do de uma coroa polimérica hidrofilica e
bastante solvatada. Esta estratégia de modificacdo da superficie, denominada
estabilizacdo estérica, permite torna-los parcialmente “invisiveis” por algum tempo,
frente ao sistema imunoldgico apds administracao IV. Estas particulas com circulagao
sanguinea prolongada, também chamadas de “furtivas” sdo mais lentamente
opsonizadas e capturadas pelo sistema fagocitario mononuclear (SFM) (GREF et al.,

1994; MOSQUEIRA et al., 2001). Assim, com o uso desses sistemas podem-se obter
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perfis de distribuicdo e acumulo do farmaco em diferentes 6rgaos que nao fazem parte
do SFM (MOSQUEIRA et al., 2001a) e, principalmente pode-se obter uma reducdo do
volume de distribuicdo aparente do farmaco associado, mantendo-o por mais tempo
dentro do compartimento vascular (MOSQUEIRA et al., 2001a; REIS et al., 2006). Esses
permanecem na circulagcdo por mais tempo, e como resultado, a associacdao farmaco-
carreador sofre acumulo gradual nos sitios traumaticos, como infec¢des (MAYA et al.,
2012; MORITZ e GESZKE-MORITZ, 2013), tumores (NICHOLS e BAE, 2012;
PODDUTURI et al., 2013), inflamag¢bes (PEREIRA et al., 2009; ISHIHARA et al., 2010;
ULBRICH e LAMPRECHT, 2010) e tecidos infartados (SUN et al., 2012; PAULIS et al.,
2012), devido ao efeito de perfusdo e retencdo (EPR) aumentadas nesses locais. A
encapsulacdo também estd associada a seletividade de acdo nos orgdos ou células
alvos (SINHA et al., 2013) e maior alcance e concentracdo no nivel intracelular
(MAYA et al., 2012), caracteristicas essenciais para se vencer o desafio do tratamento
da maldria. Considerando que as células alvo (hemacias infectadas pelo Plasmodium)
podem manter contato com os sistemas de liberacdo manométricos logo apds a
administracdo IV do farmaco, esta linha torna-se bastante interessante para o
tratamento da maldria. De fato, varios nanodispositivos vém demonstrando eficacia no
desenvolvimento de vacinas e quimioterapicos destinados ao controle da malaria
experimental (LEITEetal., 2007, HAASetal., 2009; ADITYAetal, 2010;
TRIPATHY et al., 2012; MEMVANGA e PREAT, 2012; PATIL et al., 2013).

Os derivados da artemisinina, extraida da planta Artemisia annua, compdem
hoje a principal classe de farmacos utilizada na terapéutica da malaria (WHO, 2010;
WHO, 2013; HORTELANO et al., 2013). O arteméter, um desses derivados, € um
farmaco muito ativo contra o Plasmodium, inclusive em cepas resistentes a cloroquina,
atuando como potente inibidor da formacdao da hemozoina e da degradacdo da
hemoglobina, devido a presenca do grupo heme (MESHNICK, 2002). Por esta razdo,
este farmaco foi incluido na lista de medicamentos essenciais da Organizagao Mundial
de Saude (OMS) para o tratamento da malaria grave multirresistente (WHO, 2010;
WHO, 2013). No Brasil, o arteméter é fornecido pelo Programa Nacional de Combate a

Malaria do Ministério da Saude na forma de inje¢des intramusculares. No entanto, sua
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meia-vida de eliminacdo curta — entre 3 e 5 horas, o risco de degradacdo em condicdes
acidas e baixa solubilidade aquosa, com consequente baixa biodisponibilidade oral
(cerca de 30%), sdo fatores que tornam necessdrias varias aplicacbes parenterais
didrias, resultando em baixa adesao dos pacientes ao tratamento (VAN
AGTMAEL et al., 1999; HIEN et al., 2004). Além disso, a administracdo intramuscular
estd associada a um alto risco de absorcdo erratica (HIEN et al., 2004; WHO, 2010),
cardio e neurotoxicidade (NONTPRASERT etal., 1998; NONTPRASERT et al., 2000;
WHITE, 2007) e ndo é considerada adequada para o tratamento da maldria cerebral,
ou quando a supressdo rdpida do parasita é necessdria (DONDORP e DAY, 2007;
GAYetal.,, 2012; WHO, 2013). Portanto, o desenvolvimento de uma forma
farmacéutica para administracdo parenteral (IV) de arteméter, a qual poderia também
ser utilizada por via oral, representa uma vantagem importante do ponto de vista do

tratamento da maldria grave.

O alto risco de toxicidade associado ao arteméter também é um fator que
limita sua aplicagdo terapéutica (MEDHI et al., 2009; AKINLOLU e SHOKUNBI, 2010).
Este farmaco, assim como outros derivados da artemisinina, foi associado a efeitos
adversos de neurotoxicidade (LI e HICKMAN, 2011), sendo o responsavel pelo
desenvolvimento de uma sindrome neuroldgica progressiva em cdes e ratos, incluindo
colapso cardiorrespiratorio e perda dos reflexos espinhais (CLASSEN et al., 1999;
AKINLOLU e SHOKUNBI, 2010). Nontprasert etal. (2000) também relataram o
aparecimento de sinais neurotdxicos em camundongos tratados com arteméter por via
oral e intramuscular, sendo as alteragdes mais severas observadas apenas no ultimo
grupo. As condi¢des que levam a neurotoxicidade pelo uso dos derivados da
artemisinina ainda ndo foram bem estabelecidas, embora sejam associadas a presenca
dos farmacos e seus metabdlitos no sistema nervoso central (SNC) (GENOVESE e

NEWMAN, 2008).

Os derivados da artemisinina, incluindo o arteméter, possuem ainda um
potencial efeito arritmogénico, levando a um prolongamento do intervalo QT do
eletrocardiograma (ECG) (HIEN et al., 1996; CLASSEN et al., 1999; WHITE, 2007). O

prolongamento do intervalo QT tem sido extensamente relacionado ao tratamento
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com antimaldricos, em especial com o halofantrino e com as quinolinas quinina e
mefloquina (HARA e KIZAKI, 2002; TOUZE et al., 2002; TRAEBERT e DUMOTIER, 2005;
WHITE, 2007). Tal alteragdo constitui a mais importante anormalidade do tragado
eletrocardiografico, devido a associacdo entre o prolongamento do intervalo QT e
arritmias  ventriculares potencialmente fatais (MOSKOVITZetal., 2013). O
prolongamento do intervalo QT decorrente do uso de halofantrino parece estar
associado a inibicdo do canal de potassio, responsavel pelo potencial de acdo no inicio
da repolarizacdo que determina o intervalo QT (HARA e KIZAKI, 2002). Por outro lado,
em relacdo aos derivados da artemisinina, tal efeito parece ser secundario a toxicidade
sobre o SNC (WHITE, 2007). Independente da via, o estabelecimento da chamada
“sindrome do QT longo” leva ao desenvolvimento de taquicardia ventricular
polimorfica atipica conhecida como “torsade de pointes” e, em muitos, mas nao todos

0s casos, a um risco relativamente elevado de morte subita (MOSKOVITZ et al., 2013).

Assim, o desenvolvimento de alternativas que viabilizem a transposicdo das
limitacBes relacionadas ao arteméter seria de grande utilidade na terapéutica da
maldria. Uma das possibilidades consiste em modificar sua biodistribuicdo por associa-
lo a um sistema transportador nanométrico, sem alterar sua composi¢ao quimica ou
seu mecanismo de acdo. A principal hipdtese a ser testada consiste na capacidade das
nanoestruturas em modificar o perfil de distribuicdo e depuragdo plasmatica do
arteméter, alterando sua eficacia terapéutica. Espera-se também, com a redugao da
associacao do arteméter encapsulado com os tecidos nao-alvos (menor volume de
distribuicdo), reduzir a toxicidade em relagdo a administragdo na sua forma livre,
mantendo-o por mais tempo no compartimento alvo, em contato com os eritrécitos

do sangue infectados.

Diante do exposto, neste estudo propde-se incorporar o arteméter, fdrmaco
altamente lipofilico, em nanocapsulas poliméricas para o aumento de sua estabilidade,
para o prolongamento de sua liberacao pela via 1V, visando uma potencial reduc¢do da
sua cardiotoxicidade e neurotoxicidade in vivo, além da investigacdao do perfil de

eficacia em modelo experimental murino.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Malaria: consideragdes gerais

A maldria ou paludismo, doenca parasitaria que tem como agentes etioldgicos
os protozodrios intraeritrocitarios do género Plasmodium, permanece como um dos
maiores problemas de saude a serem combatidos em nivel nacional (BRASIL,
MINISTERIO DA SAUDE, 2013) e mundial (WHO, 2012). A distribuicdo atual da malaria

abrange regides tropicais e grande parte do subtrdpicos (Figura 1).

WHO regions and malaria endemic countries

Mot applicable or matarda-free Eastem MedHerannezn reglon Reglon of the Americas Il Westem Padfic reglon
African reglon Europezn region I south-East Asla reglon

ogravmime (AP}, Wik Fealth Qrgantation

Figura 1: Distribuicdo mundial da maldria. Fonte: WHO, 2012.

Segundo o relatério da OMS, World Malaria Report, publicado no ultimo ano,
apesar do crescimento do financiamento internacional para a prevengdo, controle e
eliminacdo da doenca, a endemia ainda atinge 104 paises e, sé em 2010, ocorreram
219 milhGes de casos de maldria, com 660 mil mortes. Mais de 90% das mortes
ocorreram no continente africano (MHARAKURWA et al., 2012), decorrentes das
formas graves da doencga, como a maldria cerebral e a anemia grave, atingindo

majoritariamente criangas com menos de cinco anos de idade (LIU et al., 2012).

No Brasil, a malaria é endémica e ocorre a transmissao de trés espécies de
parasitas: P. vivax, P. falciparum e P. malariae, sendo o primeiro o causador da maioria

das infecgdes (BRAZ et al., 2013). O pais é responsavel por 55% dos casos da doenga
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notificados nas Américas, sendo registrados, em média, 422.858 casos por ano, com
99,7% da transmiss3do concentrando-se na regido Amazoénica (BRASIL, MINISTERIO DA
SAUDE, 2013).

A infeccdo ocorre através da picada de fémeas do inseto do género Anopheles
(figura 2) (WHITE et al., 2014). O ciclo inicia-se com a inoculagdao de esporozoitos na
derme (A), que alcancam os capilares linfaticos locais e, em seguida, migram para o
figado (B). Cada um dos esporozoitos invade um hepatdcito e se multiplica, dando
inicio a fase hepatica da malaria, clinicamente assintomatica. Apds cerca de uma
semana os esquizontes hepaticos eclodem, liberando milhares de merozoitos na
corrente sanguinea, os quais invadem os eritrécitos e iniciam o ciclo assexuado (C). A
eclosdo dos esquizontes sanguineos, seguida da destruicio da hemdcia infectada,
libera na circulagdo sanguinea novos parasitas aptos a infectar outras hemacias,
perpetuando o ciclo assexuado. A doenca se manifesta quando o total de parasitas
assexuados na circulacdo chega a 100 milhGes. Alguns parasitas se desenvolvem em
formas sexuais (gametocitos), que ndo estdo envolvidos na sintomatologia da doenca,
mas sdo as formas de transmissdo para o hospedeiro invertebrado (D), onde se
reproduzem sexuadamente, originando um oocineto e, em seguida, um oocisto no
intestino do mosquito. O oocisto se rompe e libera esporozoitos, que migram para as
glandulas salivares e ai permanecem até inoculagdo no préximo repasto sanguineo. O
ciclo completo pode durar um més. Rotas menos comuns de infec¢do incluem a
transfusdo de sangue com eritrécitos parasitados e a transmissdo congénita.

(MICHALAKIS e RENAUD, 2009; NADJM e BEHRENS, 2012; WHITE et al., 2014).
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Figura 2: Ciclo de vida do Plasmodium. Fonte: WHITE et al., 2014, traduzido.

2.2 Malaria grave

A maldria grave é causada primariamente por P. falciparum, traduzindo-se por
um disturbio complexo multissistémico, com uma gama variavel de quadros clinicos
(DONDORP et al., 2000; MAITLAND e MARSH, 2004; CRAWLEY etal., 2010;
OSONUGA et al., 2011; GAY et al., 2012; LIKWELAA et al., 2012). Esta definicdao abrange
a maioria dos pacientes com risco de morte e identifica as criangas que necessitam de
hospitalizacdo e tratamento por via parenteral (JALLOW etal., 2012). Tal forma
representa a terceira causa de morte na infancia (LIUetal, 2012) e afeta
principalmente criancas menores de cinco anos de idade (REYBURN etal., 2005;
MILNER JR et al., 2008; CRAWLEY et al., 2010; LIU et al., 2012), sobretudo aquelas com
alta taxa de parasitemia — acima de 4-5% dos eritrdcitos infectados — e sem exposigdo

prévia a agentes antimaldricos (CRAWLEY et al., 2010).

A malaria grave pode ocorrer de trés a sete dias apds o inicio da febre, contudo
existem relatos de situacdes de ocorréncia de gravidade com dbito apds 24 horas do
inicio dos sintomas em pacientes ndo imunes (MAITLAND e MARSH, 2004), sendo a

maioria das mortes decorrentes de maldria cerebral e/ou anemia profunda
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(JALLOW et al., 2012). O curso da doenca resulta da associacdo de fatores especificos
do parasita, tais como adesdo e sequestro na microcirculacdo e a liberacdo de
mediadores inflamatdrios no hospedeiro, como producdo de citocinas, quimiocinas e
antigenos celulares (MAITLAND e MARSH, 2004; CUNNINGTON etal., 2013). A
gravidade depende da combinacdo de vérios processos, como a proliferacdo rapida da
infeccdo em eritrdcitos, a destruicdo macica de eritrdcitos (parasitados ou ndo) e a
obstrucdo microvascular associada ao processo inflamatério. Esta obstrucdo pode
resultar na reducdo da perfusdo tecidual, principalmente na microcirculacdo cerebral,
o que leva geralmente ao coma (DONDORP et al., 2000). As manifestacdes clinicas das
formas mais graves de malaria dependem da idade e do estado geral do paciente
(REYBURN et al., 2005; JALLOW et al., 2012) e incluem prostracdo, alteracbes da
consciéncia, convulsGes, dificuldade respiratéria, anemia, ictericia e choque
(MAITLAND e MARSH, 2004; OSONUGA et al., 2011; LIKWELAA et al., 2012; VAN DEN
STEEN et al., 2013). De acordo com a OMS, pacientes com parasitemia por P.
falciparum acima de 5% e a presenca de uma ou mais das caracteristicas clinicas e

laboratoriais sumarizadas na tabela 1, caracterizam a malaria grave.

Tabela 1: Indicadores de malaria grave

Alteragbes da consciéncia Coma ndo despertdvel, persistente por mais de 30

ou coma minutos depois de uma convulsao generalizada.
" Fraqueza generalizada, o paciente é incapaz de caminhar
Prostragao .

ou sentar-se sem ajuda.

Muiltiplas convulsoes Mais de dois episédios em 24 horas.

Dificuldades respiratérias Respiracao profunda ou acidose respiratdria.
. . Pressdo arterial sistélica inferior a 70 mmHg ou 50 mmHg
Colapso circulatdrio ] )

em adultos ou criangas, respectivamente.

Hipertermia
Hipoglicemia
Acidose metabdlica
Anemia normocitica
severa

Hiperlactatemia

Insuficiéncia renal

Temperatura corporal superior a 40°C.

Glicemia inferior a 2,2 mmol/l ou 40 mg/dl.

Bicarbonato no plasma inferior a 15mmol/I.

Hemoglobina inferior a 5g/dl ou hematdcrito menor a
15%.

Lactato sérico superior a 5 mmol/I.

Creatinina sérica superior a 265 mmol/I.

Fonte: (WHO, 2010)
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O aumento da mortalidade por maldria grave esta relacionado a ocorréncia de
malaria cerebral (GAY et al., 2012), convulsdes e complicacées metabdlicas, tais como
hipoglicemia (OSONUGA et al., 2011) e acidose latica (CRAWLEY etal., 2010). O
envolvimento neuroldgico por P. falciparum é comum, sendo que a associacdo entre
diminuigdo da consciéncia e sindrome respiratéria aumenta consideravelmente o risco
de morte (VAN DEN STEEN et al., 2013). Em criangas, a maldria cerebral é a principal
causa de 6bitos (JALLOW et al., 2012), particularmente em areas de alta endemicidade
e, dentre as sobreviventes, quase um quarto desenvolve sequelas neuroldgicas

(LIKWELAA et al., 2012).

A malaria cerebral é definida pela OMS como o estado de coma em um
paciente com parasitemia comprovada para P. falciparum, no qual outras causas de
encefalopatia foram excluidas (WHO, 2013). O principal evento envolvido na
patogénese da doenca é o sequestro de eritrécitos parasitados nas vénulas pos-
capilares da circulacido cerebral, acarretando um processo inflamatério
(DONDORP et al., 2000; IDRO et al., 2005; CUNNINGTON et al., 2013). A producdo de
toxinas pelo parasita e de citocinas pelo hospedeiro, acompanhados pela amplificacdo
de receptores para citoaderéncia expressos nas células do endotélio capilar cerebral,
contribuem para a génese dos eventos neurolégicos (MAITLAND e MARSH, 2004). Uma
possivel causa de morte associada a malaria cerebral é o desequilibrio na produgao de
fatores neurotdéxicos e neuroprotetores, provocadas pela inflamag¢ao cerebral
(CUNNINGTON et al., 2013). Clinicamente, a sindrome é altamente variavel, com a
maioria dos casos abrangidos em uma das trés categorias principais: coma com
desarranjo fisiolégico acentuado (anemia severa, acidose metabdlica, insuficiéncia
respiratoria, choque); coma com prolongada ou vdrias convulsdes, perda de
consciéncia, desvio conjugado dos olhos, salivacdo e hipoventilagdo ou uma sindrome
neuroldgica pura de coma e postura motor anormal, que pode ser complicada pelo
aumento da pressdo intracraniana e crises recorrentes (IDRO et al., 2005; GAY et al.,
2012). A taxa de mortalidade em adultos e criangas é de cerca de 20%, e a maioria das
mortes acontece nas primeiras 24 horas apds a hospitalizacdo, antes mesmo dos

efeitos farmacolégicos dos antimaldricos (JALLOW etal., 2012). Portanto, a
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administracdo de quimioterapia por via parenteral é uma regra para se atingir uma

resposta mais rdpida do tratamento.

2.3 Terapia antimalarica

A OMS categoriza, através do Guidelines for the treatment of malaria, as
recomendagdes baseadas em evidéncias para o manejo da doenga (WHO, 2010).
Informacbes como a gravidade da doenca, espécie de plasmédio, idade do paciente,
histdrico de exposicdo a infeccdo e a suscetibilidade dos parasitas aos antimaldricos
devem preceder a tomada de decisdo para o tratamento adequado (NADIM e
BEHRENS, 2012; HORTELANO et al., 2013). Classicamente, a terapéutica antimalarica
deve se basear no potencial dos farmacos em destruir o Plasmodium por diferentes
mecanismos de acdo, retardando e principalmente, impedindo o desenvolvimento de

resisténcia (WHO, 2010; WHO, 2013).

A terapia medicamentosa da malaria ndo complicada foi revolucionada pela
introducdo das terapias combinadas contendo derivados da artemisinina: arteméter,
artesunato ou dihidroartemisinina (HASTINGS, 2011; CASTELLI et al., 2012). Embora
seu mecanismo de acdo ndo tenha sido completamente elucidado, o anel
endoperoxido (figura 3) desta classe de medicamentos é necessdrio para a atividade
antimaldrica (KRUNGKRAI e YUTHAVONG, 1987). A eficacia anti-Plasmodium esta
relacionada a formacao de radicais livres dependentes de ferro. Sendo o parasita da
malaria rico em ferro heme, derivado da protedlise da hemoglobina da célula
hospedeira (MESHNICK et al., 1993), o heme intraparasitario pode, entao, funcionar de
forma a ativar as artemisininas em radicais livres toxicos e, uma vez formados, estes
parecem danificar alvos intracelulares especificos do parasito, possivelmente através

de alquilagao (MESHNICK, 2002; KRISHNAA et al., 2004).
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3:R=CH,
4: R = CH,CH,

Figura 3: Estrutura da artemisinina (1) e seus derivados: dihidroartemisinina (2), arteméter (3),

arteéter (4) e artesunato (5). Fonte: (KRISHNAA et al., 2004)

A artemisinina atua em quase todas as fases do ciclo intraeritrocitico do
Plasmodium, reduzindo rapidamente a parasitemia (HORTELANO et al., 2013). Ao
matar rapidamente as formas jovens do parasita, os derivados da artemisinina ndo sé
impedem o desenvolvimento de trofozoitos maduros e esquizontes, os quais podem
ser sequestrados e causar a forma grave da doenca (NZILA e CHILENGI, 2010), como
reduzem a formacdao de gametadcitos e, assim, os riscos de transmissdao (WHO, 2010).
Devido a meia-vida curta de eliminacdo dos derivados da artemisinina, a primeira linha
de tratamento da maldria por P. falciparum inclui a associacdo de arteméter,
artesunato ou dihidroartemisinina a outros antimalaricos com maior tempo de meia
vida plasmatica, possibilitando a utilizagcdo de esquemas terapéuticos mais adequados
e, consequentemente, maior adesdo dos pacientes ao tratamento (GERSTLetal.,
2010), reduzindo a possibilidade de aparecimento de resisténcia (HASTINGS, 2011).
Atualmente, sdao indicadas as seguintes combina¢des com derivados da artemisinina:
arteméter e lumefantrino (COARTEM®, RIAMET®), artesunato e amodiaquina
(COARSUCAM®), artesunato e mefloquina (artesunato+mefloquina,
FARMANGUINHOS®), artesunato e sulfadoxina-pirimetamina ou dihidroartemisinina e
piperaquina (EURARTESIM®), sendo que a escolha deve ser orientada pela resisténcia
regional do parasita ao farmaco associado (WHO, 2010). Para a maldria grave,
considerada sempre uma emergéncia médica, o tratamento requer a admissao dos
pacientes em unidades de tratamento intensivo (UTI) (DONDORP e DAY, 2007;
LIKWELAA et al., 2012). O tratamento parenteral deve ser administrado sempre que

houver suspeita da forma grave da doenca (LALLOO et al., 2007). Os protocolos de
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tratamento da OMS (WHO, 2010; WHO, 2013) referem-se a duas classes de
medicamentos para uso parenteral no tratamento farmacoldgico da malaria grave: os
alcaléides da Cinchona — quinina e quinidina e os derivados da artemisinina —
artesunato, arteméter e artemotil. Recentemente, Dondorp etal. (2010)
comprovaram, em um estudo multicéntrico realizado com 5.425 criangas africanas
menores de 15 anos internadas com maldria grave, uma reducao significativa de 22,5%
na taxa de mortalidade nos pacientes tratados com artesunato IV, em comparacao
aqueles que receberam quinina, motivo pelo qual esse passou a ser considerado como
primeira opgdo terapéutica em todo o mundo (WHO, 2013). A incidéncia de
convulsdes, coma e hipoglicemia também foi significativamente reduzida, sem haver
diferenca significativa na incidéncia de sequelas neuroldgicas graves (DONDORP et al.,

2010).

Outras classes de antimaldricos disponiveis estdo relacionadas na Tabela 2.
Embora seu uso esteja atualmente limitado devido ao desenvolvimento de
medicamentos mais eficazes e ao surgimento de resisténcia, alguns ainda sdo
utilizados em areas de baixa endemicidade (LALLOO etal., 2007; NZILA e CHILENGI,
2010).

Tabela 2: Agentes antimalaricos, uso e resisténcia

Classe Antimaldrico Uso terapéutico Relato de resisténcia

4-aminoquinolina  Cloroquina maldria por P. falciparum (LEHANE et al., 2012)

tratamento da malaria nao-

4-aminoquinolina  Amodiaquina (FOLARIN et al., 2011)

complicada
. " tratamento da malaria ndo- a
aminoalcool Quinina . (MENARD et al., 2013)
complicada
aminoalcool Mefloquina profilaxia da maldria (NA-BANGCHANG et al., 2007)
aminoalcool Halofantrino em desuso (WILSON et al., 1993)
antifolato Pmmetarmna/ tratamento da malaria em (ZAKERI et al., 2010)
sulfadoxina gestantes
am.lno-8’- iEaive maIarlal ppr P. vivax. I?rofllaX|a (ARNOLD et al,, 1961)
quinoleinas da malaria por P. falciparum
triazina Proguanil profilaxia da malaria (MUSSET et al., 2006)
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2.4 Toxicidade dos antimalaricos

A toxicidade relacionada aos medicamentos antimaldricos tem sido
amplamente relatada e revisada nos Ultimos anos incluindo, principalmente,
neurotoxicidade (TOOVEY, 2007; LI e HICKMAN, 2011; ERICKSON etal., 2011),
embriotoxicidade (LONGO et al., 2010; BOARETO et al., 2012; MCGREADY et al., 2012)
e cardiotoxicidade (HARA e KIZAKI, 2002; TRAEBERT e DUMOTIER, 2005; WHITE, 2007).
As toxicidades relatadas abrangem os componentes das classes terapéuticas mais
utilizadas na atualidade, que sdo os alcaléides extraidos da cinchona e os derivados da

artemisinina.

A artemisinina e seus derivados compdem a classe de antimaldricos mais
relacionada a neurotoxicidade e, por isso, o assunto é tdpico frequente de revisdes
(GENOVESE e NEWMAN, 2008; MEDHI et al., 2009; LI e HICKMAN, 2011). Efeitos
neurotoxicos foram observados em modelos animais apds a administracdo parenteral
prolongada de altas doses de arteméter (NONTPRASERT et al., 1998; CLASSEN et al.,
1999; AKINLOLU e SHOKUNBI, 2010), e de arteéter (NONTPRASERT et al., 1998;
ERICKSON et al., 2011). Os sinais relatados incluem danos aos centros do tronco
cerebral envolvidos no processamento auditivo e reflexos vestibulares
(NONTPRASERT et al., 1998) e ao nucleo trapezoidal (AKINLOLU e SHOKUNBI, 2010),
refletindo em diminui¢ao da motilidade, tremores, convulsdes e morte (CLASSEN et al.,
1999; AKINLOLU e SHOKUNBI, 2010; ERICKSON et al., 2011). Os efeitos limitam-se,
contudo, a administragdo parenteral, ndo sendo observados apds a administragao oral
de arteméter em animais adultos (CLASSEN et al., 1999; NONTPRASERT et al., 2000) ou
de arteméter em ratos recém-nascidos (BECKMAN et al., 2013). Tal fato é devido,
provavelmente, as menores concentracdes plasmaticas dos farmacos apds sua
administracdao oral (MEDHI et al., 2009). Apesar da existéncia de diversos estudos
clinicos para avaliagdo dos efeitos dos derivados da artemisinina, ndo existem
evidéncias significativas de toxicidade sobre o SNC em seres humanos. No entanto, em
pacientes severamente acometidos, é possivel que a auséncia de relatos se deva a
dificuldade de distinguir os eventos neurotodxicos relacionados aos farmacos dos

eventos sobre o SNC inerentes a malaria (GENOVESE e NEWMAN, 2008).
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Gestantes, principalmente primigestas, sdo especialmente susceptiveis a
infeccdo por maldria, uma vez que o acumulo de eritrécitos parasitados na placenta
contribui para o aumento da carga parasitaria e ativacdo aumentada do sistema de
complemento, eventos responsdveis pela morbidade e mortalidade materna e efeitos
adversos sobre o embrido, como morte intrauterina, parto prematuro, baixo peso ao
nascer e transmissdo vertical da doenca (MCGREADY et al., 2012; KHATTAB et al.,
2013). Mc Donald et al. (2013) acreditam que a ativacdo excessiva do complemento
pode resultar, ainda, em comprometimento neurocognitivo das criangas expostas a
maldria no periodo intrauterino, secunddrio a neuroinflamacdo e desregulacdo da
angiogénese neurovascular mediadas pelos componentes do complemento. Desta
maneira, a terapia antimalarica deve ser imediatamente iniciada apds o diagndstico
(WHO, 2010). No entanto, efeitos embriotdxicos como malformacdes do esqueleto,
teratogenicidade e aumento da embrioletalidade in vivo sdo frequentemente descritos
em relacdo aos antimaldricos (CLARCK, 2009). As artemisininas compdem a classe mais
relacionada a ocorréncia deste tipo de toxicidade, sendo encontrados relatos de
aumento da letalidade associada a administragdo oral de 3,5 mg/kg de arteméter em
ratas (EL-DAKDOKY, 2009), malformacdes tissulares e dsseas para o artesunato na dose
de 15 mg/kg por via oral (BOARETO et al., 2012) e malformacgdes no coracao, cabeca e
na regido caudal de culturas de embrides de ratos expostos a artemisinina e arterolano
(LONGO et al., 2010). O mecanismo para a embriotoxicidade parece estar, segundo
estes autores, relacionado a um “efeito da classe” dos antimalaricos que atuam como
endoperoxidos. Boareto et al., (2012), por sua vez, mostraram que a associagdo com
mefloquina pode atenuar as altera¢Oes fetais do artesunato administrado a ratas

prenhas.

A cardiotoxicidade dos antimaldricos é marcada, principalmente, pelo
prolongamento do intervalo QT do eletrocardiograma (ECG) (figura 4) (WHITE, 2007).
Este corresponde ao tempo desde o inicio do complexo QRS até ao final daonda T e
representa as manifestacdes eletrocardiograficas da despolarizacdo do miocardio,
decorrente do influxo de ions sédio, seguida da repolarizacao ventricular, apds o

efluxo de ions potassio. Anormalidades neste seguimento podem ser correlacionadas
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ao indicio de complicacdes cardiovasculares agudas como taquiarritmias ventriculares
malignas e “torsades de pointes”, marcadas clinicamente por sincope, palpitacoes,

atividade convulsiva ou morte subita (MOSKOVITZ et al., 2013).

™ aT .

Figura 4: Tracado normal do ECG

Farmacos utilizados na terapéutica da maldria podem produzir atrasos
significativos na repolarizacdo ventricular, resultando em um prolongamento do
intervalo QT do ECG (TRAEBERT e DUMOTIER, 2005; WHITE, 2007). A descoberta tardia
de que o halofantrino estd relacionado ao prolongamento dose-dependente do
intervalo QT e ocorréncia de morte subita despertou a atengdao para a potencial
cardiotoxicidade dos antimalaricos (NOSTEN et al., 1993; MONLUN etal., 1995). A
ocorréncia de prolongamento do intervalo QT, levando a taquicardia ventricular
seguida por fibrilagdo ventricular e morte subita foi também relatada apds a
administracdo de quinina IV em casos de maldria por P. falciparum em pacientes
debilitados, predispostos a altas concentra¢gdes plasmdticas do farmaco

(BONINGTON et al., 1996).

Em relacdo aos derivados da artemisinina, a administracdao prolongada de altas
doses orais e intramusculares de arteméter e arteéter foi associada a um aumento
significativo do intervalo QT em estudos toxicoldgicos realizados em caes, sugerindo
cardiotoxicidade relacionada a lentificacdo da repolariza¢dao ventricular (BREWER et al.,

1994; CLASSEN et al., 1999). Ndo esta claro, contudo, se os efeitos dos derivados da
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artemisinina sobre o ECG resultam de cardiotoxicidade direta ou se sdo reflexo da
toxicidade sobre o SNC (WHITE, 2007). Em um estudo comparando a administracdo de
altas doses de arteméter ou quinina em adultos com malaria grave, Hien et al. (1996)
observaram um prolongamento de QT superior a 25% em 7% dos pacientes que
receberam arteméter e 9% daqueles que receberam quinina. Por outro lado, a
administracdo IV do derivado artesunato parece estar isenta de efeitos cardiotdxicos

em adultos em tratamento por maldria grave (MAUDE et al., 2009).

2.5 Nanotecnologia aplicada a malaria

O desenvolvimento da nanotecnologia revolucionou o controle e manipulacdo
de substdncias em nivel molecular, permitindo velocidades de dissolucdo
consideravelmente mais rapidas, aumento da biodisponibilidade de muitos farmacos e
melhora na estabilidade de agentes sensiveis (SOSNIK e AMIJI, 2010). As
nanoparticulas sdo sistemas carreadores de farmacos que tém sido utilizados com
sucesso nas Ciéncias Farmacéuticas, possibilitando a protecdo de substancias da
degradacdo gastrica e aumento de sua biodisponibilidade (ITALIAetal., 2012),
aumento da meia-vida e eficacia de farmacos (MADAN et al., 2013), acimulo em sitios
especificos com liberacdo controlada (WANGetal, 2013) e reducdo da

cardiotoxicidade (LEITE et al., 2007; MACIEL et al., 2010).

As nanocapsulas constituem um tipo especifico de nanoparticulas, compostas
por um nucleo oleoso circundado por uma membrana polimérica biodegradavel e
estabilizado por tensoativos (LEGRAND et al., 1999; REIS et al., 2006). Sao utilizadas
para a vetorizacdo de farmacos hidrofébicos, e o uso de diferentes polimeros
possibilita prolongar o tempo de circulagdao plasmatica ou aprimorar as propriedades
de liberacdo de tais carreadores (MOSQUEIRA et al., 2001a). As nanoparticulas
poliméricas podem ser preparadas pelo método de nanoprecipitacdo, que consiste na
precipitacdo e formacdo cineticamente controlada de vesiculas de tamanho coloidal
constituidas por uma fase oleosa revestida por uma camada polimérica em um
ambiente externo aquoso. Apds a mistura das fases organica e aquosa, o polimero

precipita na interface pela reduc¢do da sua solubilidade na mistura de solventes, sendo
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gue a difusdo mutua dos solventes fornece uma energia favoravel para a formacado de
nanogotas oleosas, as quais atuam como nucleo para a precipitacdo do polimero

(FESSI et al., 1989).

A nanotecnologia tem sido bastante pesquisada como alternativa no
tratamento de doencas infecciosas de alto impacto social, como tuberculose, SIDA e
malaria (SOSNIK e AMIJI, 2010). Diferentes antiparasitarios tém sido veiculados em
nanocarreadores com o objetivo de reduzir a toxicidade e melhorar sua distribuicdo,
como é o caso do halofantrino (LEITE et al.,, 2007). Os autores mostraram que a
associacdao do halofantrino a nanocdpsulas de policaprolactona (PCL) foi capaz de
reduzir a cardiotoxicidade do farmaco, sem prejuizo de sua atividade antimalarica in
vivo. Santos-Magalhdes e Mosqueira (2010) revisaram os principais requisitos para o
desenvolvimento de novos nanocarreadores como alternativa promissora no
tratamento da maldria. Os estudos mais recentes acerca de nanocarreadores e

antimalaricos estdo apresentados na tabela 3.
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Tabela 3: Nanocarreadores como vetores para antimaldricos

Antimalarico

Nanocarreador

Principais resultados

Referéncia

Arteméter

Halofantrino

Halofantrino

Arteméter

Quinina

Arteméter

Cloroquina

Clotrimazol

Arteméter-
lumefantrino

lipossomas

nanocdpsulas de
PLA
nanocapsulas de
PCL

nanoparticulas
lipidicas sdlidas

nanocapsulas de
PCL
nanoparticulas
lipidicas sdlidas

nanoparticulas
de quitosana

nanoemulsao

nanoparticulas
lipidicas |

100% de cura e auséncia de
recrudescéncia em camundongos
infectados pelo P. chabaudi
Manutengdo ou aumento da
eficacia in vivo frente ao P. berghei.
Manuteng¢ao da eficacia in vivo
frente ao P. berghei e diminuigao
da cardiotoxicicidade

Aumento da meia-vida do farmaco,
aumento da eficacia antimalarica e
redu¢do da mortalidade em
relagio a formulagdo IM em
animais infectados pelo P. berghei
Aumento da eficdcia antimaldrica
in vivo frente ao P. berghei
Aumento da eficacia in vivo frente
ao P. berghei e diminuicdo da
toxicidade hepatica

Manutencdo da eficacia in vivo
frente ao P. berghei e eficdcia na
prevencdo de infecgoes

Redugdo da parasitemia e aumento
da sobrevida de animais infectados
pelo P. berghei

100% de cura pela via oral e sem
recrudescéncia em camundongos
infectados pelo P. berghei

(CHIMANUKA et al.,
2002)

(MOSQUEIRA et al.,

2004)
(LEITE et al., 2007)

(JOSHI et al., 2008)

(HAAS et al., 2009)
(ADITYA et al., 2010)
(TRIPATHY et al.,
2012)

(BORHADE et al.,
2012)

(PATIL et al., 2013)

Percebe-se, portanto, que o desenvolvimento de vetores nanométricos
contendo derivados da artemisinina para administracdo segura por via IV é uma
prioridade para aplicagdo no tratamento da maldria grave. Neste estudo propde-se a
incorporacdo do arteméter, fdrmaco altamente lipofilico, em nanocdpsulas
poliméricas, visando o aumento de sua estabilidade em meios bioldgicos e o
prolongamento de sua liberagdo no compartimento sanguineo, associado a reducao da
sua cardiotoxicidade e neurotoxicidade in vivo. Estes aspectos foram investigados
neste trabalho e serdo mostrados a seguir, além da investigacao do perfil de eficacia

destes nanocarreadores contendo arteméter em modelo experimental murino.
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3. OBIJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento e a
caracterizacdo de nanocdpsulas contendo o arteméter, e a avaliacdo de suas atividades

farmacoldgicas e toxicoldgicas in vivo em modelos experimentais.

3.1 Objetivos especificos

= Desenvolvimento de nanoestruturas poliméricas (nanocapsulas)

contendo o arteméter como substancia ativa;
= Caracterizacdo fisico-quimica das nanocapsulas desenvolvidas;

= Avaliacdo da eficdcia antimalarica in vivo do arteméter associado as
nanocapsulas por diferentes vias de administracdo e em diferentes

esquemas de tratamento;

= Avaliacdo da cardiotoxicidade in vivo do arteméter intravenoso livre ou
associado as nanocapsulas, em protocolos de dose Unica e multiplas

doses;

= Avaliacdo da neurotoxicidade in vivo do arteméter intravenoso livre ou

associado as nanocdpsulas.
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4. DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DAS NANOCAPSULAS DE
ARTEMETER

4.1 Introdugdo

Devido a sua natureza altamente lipofilica, o arteméter é um candidato ideal
para a associacdo a nanocdpsulas, visando a melhoria de sua meia-vida plasmatica e
diminuigdo da toxicidade a ele associadas. Neste estudo, foram desenvolvidas e
caracterizadas nanocdpsulas poliméricas de PCL e PLA-PEG, preparadas pela técnica
deposicdo interfacial de um polimero pré-formado (FESSI et al., 1989), reconhecida
como eficaz na producdo de particulas homogéneas e com altas taxas de encapsulacdo

(MORA-HUERTAS et al., 2012).

4.2 Metodologia

4.2.1 Preparo das nanocapsulas

Nanocapsulas com superficie modificada pelo polietilenoglicol (PEG), “furtivas,
de monometoxi de polioxietileno-co-poli-p,t-lactideo (PLA-PEG) e convencionais de
poli-e-caprolactona (PCL) sem farmaco e contendo arteméter foram preparadas pelo
método de deposicdo interfacial de um polimero pré-formado, como previamente
descrito por Fessi etal. (1989), com algumas adaptagGes. Para as nanoparticulas
brancas de PCL, 6 mg/ml de polimero foram dissolvidos em uma solu¢do de acetona
contendo 7,5mg/ml de lecitina (Epikuron® 170) e 25 ul de Miglyol 810, para a
obtencdo de uma fase organica. Essa dissolu¢gdo ocorreu em chapa elétrica (Corning,
EUA), sob agitacdo e com aquecimento de no maximo 40 °C. Em seguida, a solugao
organica foi vertida em uma solucdo externa aquosa contendo 7,5 mg/ml de
Poloxamer 188 (Synperonic® F68), mantendo a mesma agitagdo por 10 min, a fim de
promover a formacao das nanocdpsulas. Posteriormente, essa suspensao foi levada ao
rotavapor (Heidolph Instruments, Alemanha), mantendo-se a temperatura do banho
em torno de 50 °C para evaporacdo do solvente a pressao reduzida. As nanocdpsulas
brancas de PLA-PEG foram preparadas utilizando as mesmas propor¢des de
constituintes, a exce¢ao do tensoativo Poloxamer, ndo utilizado. As formulagdes de

nanocdpsulas contendo farmaco foram preparadas adicionando-se arteméter
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dissolvido em 6leo de amendoim (Artesiane®) em diferentes concentragdes (1, 2 e
4 mg/ml) na fase organica, em substituicdo ao Miglyol, seguindo as mesmas condigdes

descritas acima.

4.2.2 Distribuicao de tamanho e potencial zéta

O didmetro médio, a distribuicdo de tamanho e o potencial zéta das
nanoparticulas foram determinados no equipamento Zetasizer Nano ZS® (Malvern
Instruments). O diametro médio (raio hidrodinamico) e o indice de polidispersao (IP)
foram obtidos pela técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS — Dynamic Light
Scattering). As amostras foram analisadas apds a correta diluicdo em agua MilliQ. O
potencial zéta foi determinado pela técnica de microeletroforese associada a
anemometria do laser doppler (ALD). As medidas foram efetuadas a temperatura
ambiente, diluindo-se as amostras em agua MilliQ e utilizando-se um angulo de
incidéncia do laser em relacdo a amostra de 90°. As medidas de didmetro médio e
potencial zéta foram realizadas em trés formulagcdes distintas e os resultados obtidos

foram expressos como média * desvio padrdo.

4.2.3 Determinagao do teor de arteméter por cromatografia liquida de alta
eficiéncia
A porcentagem e a eficiéncia de encapsulagdo foram determinadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando o método analitico

desenvolvido e validado por César e Pianetti (2009) para quantificacdao do arteméter.

Foi utilizado o mdédulo de separagao Alliance Waters 2695 acoplado ao detector
de ultravioleta, no comprimento de onda de 216 nm. Uma coluna C18 Phenomenex®,
modelo Gemini 5y, de 150 mm de comprimento e 4,60 mm de diametro interno,
contendo particulas de 5 um e pré-coluna também da marca Phenomenex®, modelo
AJ0-4287 C18, de 0,5 cm de comprimento 4,6 mm de didametro interno, contendo
particulas de 5 um foram utilizadas. Como fase movel, foi utilizada a mistura de
acetonitrila e agua, na propor¢do de 70:30 (v/v). A fase moével foi filtrada em
membrana de acetato de celulose, com 47 mm de diametro e poro de 0,22 um e, para

degaseificar, levada ao banho ultrassénico por trinta minutos. O fluxo foi de
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1,0 ml/min e a coluna foi aquecida em forno de coluna a 30°C.

A porcentagem de farmaco encapsulado nas nanoestruturas foi calculada pela
diferenca entre a quantidade total de arteméter na suspensdo coloidal apds a retirada
do precipitado grosseiro da formulacdo, por meio da filtracio em membrana de 0,8
um (Millex®-Millipore), e a quantidade de farmaco livre soluvel na fase aquosa
externa, dividida pela quantidade total de arteméter na suspensdo apds a filtracdo x

100, segundo a equacao:

% encapsulagdo = (farmaco total na suspensdo ap0s filtragdo (mg) - fdrmaco no ultrafiltrado (mg)) x 100

farmaco total na suspensdo ap0s filtracdo

O total (100%) de arteméter presente na suspensdao de nanocapsulas foi
determinado diluindo-se 400uL da suspensdo de nanocarreadores em
acetonitrila/etanol (1:1). O arteméter livre soltivel na fase externa aquosa foi obtido
pelo método de ultrafiltracdo/centrifugacdo de 400ul da suspensdo de nanoestruturas
a 500 x g por 30 minutos em unidades AMICON (membranas MICROCON de
100.000Da, Millipore®). A quantidade de farmaco ligado a membrana foi determinada
apo6s a ultrafiltracdo/centrifugacdo. Para isso, a membrana do AMICON foi retirada,
lavada com agua MiliQ, imersa em 500pul de etanol/acetonitrila (1:1), levada ao vértex

por 15 minutos, centrifugada e o arteméter dosado no sobrenadante (figura 5).

A eficiéncia de encapsulagdo das nanoestruturas foi calculada pela quantidade
de arteméter encapsulado em 400ul de formulagdo dividida pela quantidade do
farmaco adicionado a 400ul de formulagao x 100. Foi utilizada, portanto, a seguinte

férmula:

Eficiéncia de Encapsulacdo = quantidade total de farmaco encapsulado (mg) x 100

quantidade de farmaco colocado na formulagdo
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Figura 5: Método de ultrafiltragdo / centrifugacdo. Fonte: Paula et al., 2013, adaptado.

4.2.4 Analise morfolégica das nanocapsulas

A microscopia de forga atdbmica (MFA) foi realizada utilizando os equipamentos
Multimode e Dimension 300, ambos monitorados por controlador Nanoscope llla
(Digital Instruments, Santa Barbara, EUA), do Centro Tecnoldgico de Minas Gerais
(CETEC, MG). As imagens foram obtidas no modo de contato intermitente (tapping
mode), utilizando sondas de silicio de comprimento de 228um, com uma frequéncia de
ressonancia de 75-98 kHz, forca constante de 29-61 N/m e raio de curvatura de 5 nm a
10 nm. As imagens foram obtidas depositando-se aproximadamente 5 pL das amostras
em placas de mica clivadas no momento do uso. Apds a deposicdo das amostras na
superficie da mica, essas foram secas utilizando jato de argbénio. A varredura foi
efetuada em uma velocidade de 1 Hz com resolugdo de 512 x 512 pixels. A analise das
amostras para determinag¢do do tamanho e da relacdo diametro/altura foi realizada
utilizando o programa de andlise do sistema (Section Analysis). Pelo menos 40
particulas de cada amostra foram analisadas para assegurar a reprodutibilidade dos

resultados.

4.3 Resultados e Discussao

As nanocapsulas foram os vetores de escolha para a encapsulagdao do

arteméter por serem estas os nanocarreadores mais adequados para a administracao
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IV de substancias altamente lipofilicas, como o farmaco em questdo. Ainda, as
nanocdpsulas possibilitam altas taxas de encapsulacdo da substancia ativa e possuem
alta compatibilidade bioldgica (REIS et al., 2006; LEGRAND et al., 1999). Além disso, os
polimeros normalmente utilizados possuem baixa toxicidade e biodegradabilidade,
caracteristicas essenciais para a administracdo parenteral de farmacos

(MOSQUEIRA et al., 2001a).

Na tabela 4 sdo apresentados os diametros médios, os indices de polidispersdo
e potencial zéta das formulagdes de nanocdpsulas preparadas. Nas figuras 6 e 7 sdao
representados, respectivamente, registros graficos da analise da dispersdo de tamanho
e do potencial zéta das formula¢des de nanocdpsulas obtidas com o polimero poli-g-

caprolactona (PCL).

Tabela 4: Caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas de poly-g-caprolactona (PCL)

Concentragao Diametro

Formulagao tedrica de ATM  hidrodinamico il:'d,ice de~ Pf)tencial
(mg/ml) (nm)® polidispersao zéta (mV)

PCL 0 197,340,81 0,14+0,02 -56,2+1,70
PCL-ATM 2 232,1+2,7 0,20+0,02 -49,3+1,62
PCL-ATM 4 243,2+4,7 0,28+0,05 -41,9+8,31

Resultados expressos em média + EPM de 3 preparacbes. “obtido por DLS. Equipamento
Nanosizer ZS (UFOP).

Tabela 5: Caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas de PLA-PEG

Concentragao Diametro o ]
~ - . e A Indice de Potencial
Formulagao tedricade ATM  hidrodinamico olidispersdo  zéta (mV)
(mg/ml) () POIEEP
PLA-PEG 0 222,743,43 0,17+0,05 -54,4+3,50
PLA-PEG-ATM 1 296,6+1,46 0,22+0,05 -61,2+1,21
PLA-PEG-ATM 2 343,5+4,72 0,58+0,08 -63,814,10

Resultados expressos em média + EPM de 3 preparacdes. * Obtido por DLS no equipamento
ZETASIZER HS3000 (UFMG).
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Em revisdo feita por Rao e Geckeler (2011), o método de nanoprecipitacao,
utilizado neste estudo, foi apontado como ideal para produzir particulas pequenas e
homogéneas, adequadas a administracdo parenteral. O tamanho das particulas é um
parametro que pode ser influenciado pela utilizacdo de surfactantes, pela natureza do
nucleo oleoso, pelos cuidados na técnica de preparacao dos vetores, como a correta
homogeneizacdo das preparacdes (MORA-HUERTAS etal., 2012). O IP indica a
homogeneidade na distribuicdo de tamanho das particulas em suspensdo e valores
superiores a 0,3 mostram heterogeneidade do didmetro, enquanto variacées nos
valores de polidispersdao em funcdo do tempo sdo indicio de agregacao ou degradacao
de particulas (SCHAFFAZICK et al., 2003). A partir dos resultados apresentados, foi
possivel observar que as nanoparticulas de PCL mostraram-se mais homogéneas em
relacdo ao tamanho, além de veicularem maior quantidade de substancia ativa, o que
acarreta menor volume de administracdo pela via |V, caracteristica altamente
desejavel para tal via. Para ambas as formulac¢des, o tamanho médio sofreu aumento
gradual e significativo (p < 0.005) com a adi¢cdo de arteméter, um dos indicativos da

incorporacdo do farmaco no nucleo oleoso das nanocapsulas (tabelas 4 e 5).

A figura 6 mostra que, a medida que se aumentou a concentracdo do arteméter
nas nanocapsulas de PCL, houve um alargamento do pico referente a distribuicdo de
tamanhos determinada por PCS, indicando que a polidispersdao de tamanho aumentou,
entretanto, sem comprometimento significativo da qualidade das amostras que se
mantiveram todas com tamanho inferior a 1 micrometro, conforme o grafico,
adequadas a administragcdo IV (< 5um). A auséncia de picos proximo a 1000nm e
inferiores a 50nm indicam auséncia de agregados grosseiros e de micelas,

respectivamente, em todas as amostras.
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Figura 6: Registro grafico da dispersdao de tamanho das formula¢des de nanocapsulas
constituidas de PCL. Obtidas em Zetasizer Nano ZS. A: nanocdapsulas brancas; B: nanocdpsulas
contendo arteméter 2 mg/ml; C: nanocapsulas contendo arteméter 4 mg/ml.
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Figura 7: Registro grafico do potencial zéta medido no Zetasizer Nano ZS das formulagdes de
nanocapsulas constituidas de PCL. A: nanocadpsulas brancas; B: nanocdpsulas contendo
arteméter 2 mg/ml; C: nanocéapsulas contendo arteméter 4 mg/ml.

O potencial zéta é uma medida que reflete a carga superficial das particulas e é
utilizado para se comparar os efeitos de diversos fatores sobre a superficie dos
coloides entre diferentes formulagdes, sendo sobretudo uma medida comparativa e
ndao absoluta, uma vez que exige padrdes de calibragcdo. Os registros graficos do
potencial z&ta para as preparagdes de nanocdpsulas de PCL estdo representados na

figura 7. Foram obtidos valores negativos para as formulacdes de nanocapsulas

Alessandra Teixeira Vidal Diniz
28



DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DAS NANOCAPSULAS DE ARTEMETER

brancas e contendo arteméter, variando de -56,2 a -41,9 mV para as formulacdes de
PCL (tabela 4) e de -54,4 a -63,8 mV para as formula¢des de PLA-PEG (tabela 5Tabela
5). Em ambos os casos, o potencial zéta foi influenciado pela associacdo de arteméter,
indicando que uma parte do farmaco poderia estar localizada na superficie da
nanocdpsula sem, contudo, impactar a estabilidade coloidal, pois os valores continuam

muito negativos e elevados em maodulo.

A andlise dos dados da figura7 indica que, a medida que se aumentou a
concentracdo do arteméter nas nanocdpsulas de PCL, houve uma reducdao em maddulo
dos valores de zéta e também o aparecimento de novas popula¢cbes de nanoparticulas
com valores diferentes (figura 7 C). Valores altos de potencial zéta contribuem para a
estabilidade elétrica do sistema coloidal, por ser a repulsdo gerada pelas cargas um
fator que minimiza a agregacdo das vesiculas (LOURENCO et al., 1996). Dentre os
componentes das formulagbes, os fosfolipideos e os polimeros constituintes das
nanoparticulas sdo capazes de influenciar muito o potencial zéta por seus grupos
polares fortemente ionizaveis (SCHAFFAZICK etal., 2003). O tensoativo anfdtero
lecitina e os poliésteres, como o PLA e o PCL, tipicamente conferem uma carga
superficial negativa as particulas (LEGRAND et al., 1999). O polimero PCL, por ser mais
hidrofébico, gera particulas menos ionizaveis, e, portanto, com carga superficial menos
negativa (MOSQUEIRA et al., 2000) enquanto a cadeia de PEG ndo exerce influéncia
significativa no potencial zéta em presenca de lecitina na formulagdao das
nanocapsulas, quando se apresenta com baixa densidade de cadeias de PEG na
superficie (MOSQUEIRA et al., 2001). De fato, observa-se na tabela 5 que o potencial
zéta das nanocdpsulas de PLA-PEG é mais elevado em mddulo que as de PCL, muito
provavelmente devido a cobertura insuficiente da superficie hidrofébica constituida de
PLA, ou seja, baixa densidade de cadeias de PEG, e também a auséncia, nesta
formulacdo, do agente tensioativo ndo-idnico poloxamer-188 que recobre a superficie

das nanocapsulas de PCL reduzindo o valor do potencial zéta.

A MFA permitiu observar a morfologia das nanocdpsulas e avaliar as
propriedades fisicas das particulas, tais como estabilidade da particula apds aplicacao

de uma determinada “forca” (set point = 0) e flexibilidade do filme polimérico. Esta
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caracteristica confere as particulas a capacidade de se deformar para atravessar
espacos intercelulares in vivo. A avaliacdo da morfologia da suspensdo de
nanocdpsulas de PCL permitiu concluir que esta apareceu como uma populacdo de
particulas monodispersas em relacdo ao tamanho. Os didmetros médios extraidos a
partir da analise de MFA foram maiores do que os obtidos por DLS (298,2 + 14,4) e a
relagcdo didmetro/altura foi igual a 3,5, evidenciando a deformac&o das nanoestruturas
guando depositadas sobre a superficie de mica e confirmando a presenca de um
nucleo oleoso envolvido por uma membrana polimérica, constituindo sistemas de
liberacdo do tipo reservatoério (figura 8). As nanoparticulas de PLA-PEG se mostraram
visivelmente mais polidispersas em relacdo ao tamanho que as nanoparticulas de PCL

(figura 9).

A
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Data type Height Data type Amplitude
Z rang= 200.0 nm Z range 0.5000 v
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Figura 8: (A) Imagens de MFA de altura (esquerda) e fase (direita) da nanocapsulas de PCL.
Escala: 5m x 5 mm. (B) Perfil topografico das nanoestruturas, determinado pelo software
"Section Analysis", mostrando medidas de diametro e altura.
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Figura 9: Imagens obtidas por MFA. (A) imagem de altura de nanocdpsulas de PCL contendo

arteméter (escala 5 um x 5 um). (B) imagem tridimensional de nanocdpsulas de PLA-PEG

contendo arteméter (escala 10 um x 10 um)

Diante dos resultados de tamanho e IP obtidos, formulacdo de PCL foi
selecionada para a realizacgdo dos ensaios de doseamento. Além disso, nas
nanocapsulas de PCL foi possivel veicular maior quantidade de arteméter, o que

acarreta menor volume de administracdo IV.

A quantificagdo do arteméter nas preparagdes de nanocdpsulas foi realizada
por CLAE, segundo metodologia descrita por César e Pianetti (2009). Foi utilizado
tempo de corrida de 8 minutos, sendo verificada a retengcdo do arteméter em
aproximadamente 6,5 minutos (figura 10), em concorddncia com os dados
previamente validados (CESAR e PIANETTI, 2009). Foi construida uma curva de
calibracdo a partir de diferentes concentragdes (figura11l), com coeficiente de
correlagao (R’=1), o que demonstra que 100% dos dados estdo inseridos na curva.
Esses resultados permitiram utilizar a curva nos ensaios de determinagao do teor de

arteméter encapsulado.

No tempo de reten¢ao de 1,0 a 2,5 minutos, foram detectados pequenos picos

gue podem se referir a produtos de degradac¢dao por uma eventual abertura do anel
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endoperoxido do arteméter (figura 3), o que geraria compostos mais hidrofilicos e com

menor tempo de retencdo nas condicdes cromatograficas utilizadas. No entanto, o

teor destes eventuais produtos ndo afetou significativamente as concentra¢des na

amostra e nas curvas de calibracdo. Estudos posteriores a serem realizados utilizando

o detector de arranjo de diodos (PDA) poderdo esclarecer a natureza quimica destes

picos.
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Figura 10: Cromatograma na regido do UV, mostrando o pico de arteméter em 6,5 minutos.
Fase mével: acetonitrila:agua (70:30); Comprimento de onda: 216nm
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Figura 11: Curva de Calibragdo do arteméter em acetonitrila: dgua (70:30) em comprimento de

onda 216 nm; R? = coeficiente de correlagdo.
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A técnica utilizada para determinar o teor de encapsulagao foi a CLAE,
utilizando-se a ultrafiltracdo/centrifugacdo para separa¢do das nanocdapsulas da fase
aquosa externa, que indicou uma taxa de associacdo do arteméter as nanocapsulas
superior a 90% (tabela 6). De acordo com Mora-Huertas et al. (2012), caracteristicas
como natureza do farmaco, tipo e particularidades do polimero utilizado, tipo de éleo,
pH do meio e tensoativo adotado podem influenciar a taxa de encapsulacdo do

farmaco em carreadores nanométricos.

Tabela 6: Eficiéncia de encapsulagdo e rendimento de encapsulagdo de formulages de
nanocapsulas de arteméter

Eficiéncia de

~ o, ~ a#t . o, .« .
Concentragao % encapsulacdo encapsulacdo 2 % precipitado

2mg/ml 98,52 + 0,03 91,81+0,6 1,48

4mg/ml 93,91 + 0,05 80,03 + 0,7 5,15

Formulagdes de nanocdpsulas constituidas por PCL (poly-e-caprolactona). Resultados
expressos em média + EPM. ° n = 3; * refere-se ao total de farmaco adicionado a preparacio

(perdas no processo) # refere-se a formulagdo pronta.

Os resultados da tabela 6 mostram que o processo de encapsulamento do
arteméter é efetivo nas concentracées de farmaco entre 2-4 mg/ml. A partir de
4 mg/ml, hd uma supersaturacdo do sistema nanocarreador e comega a ocorrer
precipitacao significativa do arteméter na fase externa aquosa da suspensdo coloidal,
com consequente redugdo da eficiéncia do processo. Entretanto, na suspensao final
observa-se uma grande porcentagem de associacdo do arteméter as nanocdpsulas

desenvolvidas, obtendo-se altos teores de encapsulagdo (93-98%).

As nanocapsulas de PCL, pela sua estabilidade, capacidade de encapsula¢do e
carreamento do farmaco (payload) e baixo custo, foram selecionadas para a
continuidade dos estudos de eficdcia antimalarica e avaliagdo de cardio e
neurotoxicidade, apresentados nos capitulos subsequentes. Ainda, tal polimero é
encontrado em varios sistemas carreadores e implantes com uso aprovado pela
agéncia reguladora norte-americana, Food and Drug Administration (FDA) (DASH e

KONKIMALLA, 2012), possui alta biodegradabilidade e baixo custo e recentemente,
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nanoparticulas de PCL foram avaliadas quanto a toxicidade aguda e cronica, tendo sido
demonstrada sua inocuidade in vivo. (BULCAOetal, 2013). Todos os fatores
apresentados fazem do PCL o veiculo ideal para a terapia IV da malaria, proposta neste

estudo.
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5. AVALIACAO DA EFICACIA ANTIMALARICA DO ARTEMETER

5.1 Introdugao

As nanocapsulas de PCL, por apresentarem parametros fisico-quimicos mais
adequados em relacdo ao PLA-PEG, além de preencherem requisitos importantes para
a terapia da malaria, como previamente relatado, foram selecionadas para os estudos
in vivo. Nesta secdo sdo descritos os protocolos in vivo realizados para confirmacdo da
eficacia antimaldrica dos nanocarreadores desenvolvidos frente a malaria causada por

P. berghei.

5.2 Metodologia

Os protocolos de métodos in vivo propostos foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal da UFOP, sob nimero 03/2011.

Camundongos Swiss fémeas, provenientes do Centro de Criacdo animal da
UFOP com aproximadamente 30 dias e peso médio de 18+3g foram distribuidos
aleatoriamente nos diferentes grupos experimentais (n=6). Os animais foram
infectados por via IV com 10° hemécias parasitadas pelo Plasmodium berghei NK 65,
provenientes de camundongos doadores anteriormente infectados (com parasitemia
aproximada de 20%) com esta cepa que é sensivel a cloroquina. As hemdcias
parasitadas foram diluidas em solugdo salina 0,9% p/v para obten¢do de um indculo

com volume constante de 200 pl.

A eficacia antimalarica foi avaliada por dois protocolos. Primeiramente, foi
adotado o protocolo experimental de quatro dias descrito por Peters et al. (1986),
conhecido como "four-day-test". Duas horas apds a infec¢ao por via IV por inoculagdao
de 10° hemdcias parasitadas, o tratamento foi iniciado com a administracdo do
arteméter nas formas livre ou vetorizado em nanocdpsulas e repetido por mais trés
dias consecutivos contados a partir da inducdo da infeccao (DO). Foram utilizadas as
doses de 40 e 80 mg/kg de farmaco, administrado pelas vias 1V, intraperitoneal (IP) e
IM para as formula¢des de PCL. O farmaco livre foi solubilizado em uma solugdo de

Tween 80 /PEG 300/etanol/glicose 5% (p/v) (2:10:4:96). Todos os diluentes foram
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utilizados em concentra¢Ges adequadas a administracdo parenteral (LI e ZHAO, 2007).
Foram utilizados como controle grupos de animais ndo tratados, os quais receberam o

veiculo IV ou formulacdo de nanocdpsulas brancas.

Apds a avaliacdo dos resultados obtidos, com o intuito de se verificar o
potencial da nova formulacdo sobre uma infeccdo ja bem estabelecida (parasitemia
média de 12%), foi utilizado um protocolo de administracdo de dose Unica da
formulacdo de PCL, pela via IV, na dose de 20 mg/kg e pela via oral (VO) na dose de

40 mg/kg.

A parasitemia foi monitorada em ambos os protocolos através de esfregacos
sanguineos dos animais, confeccionados apds retirada de amostra de sangue fresco
coletado de uma incisdo na extremidade caudal, nos dias 3, 5, 7, 9, 14, 25 e 60 apos a
infeccdo. A porcentagem de parasitemia (% de hemadcias infectadas) foi determinada
microscopicamente em aumento de 1000x pelo exame de pelo menos 3000 células das
laminas fixadas em metanol e coradas pelo Giemsa. As imagens dos campos foram
obtidas em microscépio Optico acoplado a camera (Opton, Brasil) e salvas em

computador, para posterior contagem (figura 12).
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Figura 12: Esfregacos sanguineos de camundongos infectados pelo P. berghei. As setas
mostram hemdcias infectadas com o parasita em diferentes estagios de amadurecimento
intraeritrocitdrio, que coexistem no sangue devido a assincronicidade desta cepa. Trofozoito
jovem (A) e esquizonte maduro (B), que sdo as formas assexuadas do parasita, e gametdcitos
(C), a forma sexuada sanguinea do parasita.

Os dados foram analisados utilizando-se a area sob a curva (ASC) do percentual
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de parasitemia versus tempo. Em alguns graficos, foi feita também analise ponto a
ponto, comparando os diferentes tratamentos nos dias de confeccdo do esfregaco
(One-way ANOVA seguida do pds-teste de Tukey). Foi utilizado o software
GraphPadPrism® 5.0 (GraphPad Software, EUA) como ferramenta para as andlises
estatisticas. Os dados foram expressos como média + erro padrdao da média (EPM),
com intervalo de confianca de 95% e as diferencas consideradas significativas quando

o valor de P foi menor ou igual a 0,05 (P < 0,05).

5.3 Resultados e Discussao

A eficacia das formulacGes de nanocdpsulas de PCL contendo arteméter foi
comprovada através do four-day test. Para os animais que receberam arteméter na
forma livre e em nanocépsulas, foi observada remissdo da parasitemia para todas as
doses e vias avaliadas, desde o inicio do tratamento, quando comparado aos grupos
controle, e auséncia de recrudescéncia apds o tratamento quando observados por um
periodo de 60 dias, confirmando a eficicia do arteméter livre e também das

formulagGes de nanocapsulas onde o arteméter foi encapsulado (figuras 13 e 14).

Nos animais que receberam nanocapsulas de PCL veiculando arteméter, foi
observado um efeito de retardo na diminuicao da parasitemia, para todas as doses e
vias utilizadas (IV, IP, IM) em relagdo a administracao do farmaco livre. Para a dose de
40 mg/kg, a supressdao completa da parasitemia pelas nanocdpsulas foi obtida em
tempo superior a forma livre (figura 13). J& para a dose de 80 mg/kg, a curva de
parasitemia para as vias IM e IP veiculando nanocdpsulas foi semelhante a observada
pela administracdo na forma livre (figura 14). Embora sejam necessarios mais estudos,
os resultados sugerem uma liberagdo mais lenta do farmaco associado as
nanoestruturas apdés a administracdo, demonstrando uma alteracdo no perfil de
liberacdo ou de distribuicdo do farmaco na circulacdo diferente da forma livre e,
possivelmente, reduzindo a fracdao do farmaco disponivel para exercer o efeito

antimalarico no sangue num primeiro momento.

Em ambos os casos, livre ou em nanocdpsulas, o arteméter induziu a cura de
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todos os animais, mas observa-se uma diferenca no perfil das curvas de parasitemia
entre as vias de administracdo. E interessante notar que esta diferenca no efeito é
mais nitida pela via IV (40 e 80 mg/kg), observando-se um efeito de retardado das
nanocdpsulas sobre a reducdo da parasitemia, o que indica que efetivamente que as
nanocdpsulas, quando administradas na mesma dose, reduzem a liberacdo do

arteméter in vivo, particularmente no sangue.
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Figura 13: Curvas de parasitemia média de camundongos Swiss infectados pelo P. berghei
tratados com arteméter livre e em nanocapsulas de PCL, pelas vias IV (A), IP (B) e IM (C), na
dose de 40 mg/kg, utilizando o protocolo four day-test (n = 6).
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Figura 14: Curvas de parasitemia média de camundongos Swiss infectados pelo P. berghei
tratados com arteméter livre e em nanocapsulas de PCL, pelas vias IV (A), IP (B) e IM (C), na
dose de 80 mg/kg, utilizando o protocolo four day-test (n = 6).
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Na comparacdo do efeito das nanocdpsulas entre vias de administracao,
observa-se um efeito mais rapido das nanocdpsulas pela via IP em relacdo as vias IV e
IM, particularmente na dose de 80 mg/kg, com diferencas significativas entre os dias 7
e 14 apds o tratamento. Este efeito é interessante se for observado que,
fisiologicamente, as nanocdpsulas parecem ser capazes de liberar rapidamente o
arteméter para o sangue a partir da via IP, com efeito mais rdpido. Uma hipdtese que
ndo pode ser descartada, devido a natureza hidrofébica das nanocapsulas de PCL, seria
a rapida fagocitose das nanocdpsulas por células do SFM (MOSQUEIRA et al., 2001),
apos administracao IV, com posterior liberacdo do conteudo de farmaco na circulacdo,
gerando retardo no efeito antimaldrico. Segundo esta hipdtese, ocorreria uma
fagocitose mais efetiva das nanocdpsulas no sangue e no tecido intramuscular do que
no peritonio (figura 15). Apds metabolizacdo o arteméter é convertido em um

metabodlito também ativo que é a diidroartemisinina.

Tal prolongamento da liberacdo no sangue, observado através do seu efeito
antimalarico retardado, pode ser terapeuticamente util para reduzir o nimero de
administracGes de arteméter, que possui meia-vida plasmatica curta, associando-se o
farmaco livre e as nanocapsulas na mesma administracdo, para manter a acdo por
maior tempo. Esta estratégia poderia ser utilizada e contribuir para a maior eficacia do
tratamento parenteral, com maior dura¢do do efeito e, consequentemente, maior
adesdo dos pacientes (GERSTL et al., 2010). Além disso, para as formas severas da
doenga, é desejavel que o farmaco permanega por maior tempo na circulagdo, de
maneira a garantir a completa supressao do parasita e minimizar o aparecimento de
recrudescéncia, conforme observado clinicamente em criangas tratadas com
arteméter pela via intramuscular (OLUMESE et al., 1999). Associado a isso, a aparente
modificacdo da distribuicdo do arteméter no organismo apds administracdo IV reduz a
fracdo livre disponivel, o que pode eventualmente reduzir os riscos de efeitos cardio e
neurotodxicos ja reportados para este farmaco em altas concentragdes plasmaticas

(MEDHI et al., 2009).
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Figura 15: Curvas de parasitemia média de camundongos Swiss infectados pelo P. berghei
tratados com arteméter em nanocéapsulas de PCL, nas doses de 40 (A) e 80 mg/kg, por
diferentes vias, utilizando o protocolo four day-test (n = 6) P < 0,05 — ANOVA.
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Como o four day-test apresenta algumas limitacdes, como baixa parasitemia
dos animais devido ao tratamento precoce, foram feitos estudos por um protocolo de
dose Unica, apds infeccdo bem estabelecida. Neste protocolo, as nanoparticulas de PCL
exibiram excelente atividade antimaldrica administradas em doses unicas de 20 e
40 mg/kg de arteméter, pela via IV e VO, respectivamente (figura 16). Este protocolo
evidencia o efeito da formulacdo na reducdo da uma parasitemia ja bem estabelecida
e debilitante para o animal, de forma similar ao tratamento em humanos. Apds a
administracao IV (figura 16 A), a parasitemia média foi significativamente menor em
D7 para os grupos que receberam nanocapsulas, mostrando a eficiéncia da formulagao
no efeito antimaldrico nos animais. Neste ponto, pode-se sugerir que houve
metabolizacdo e eliminacdo do farmaco livre, enquanto as nanocdpsulas propiciaram
sua manutencdo no organismo. Para a via oral também foi observada diminuicdo da
parasitemia em relacdo aos grupos controle, o que sugere a protecdo da molécula do
arteméter contra a degradacdo acida, mediada pelas nanocapsulas (figura 16 B).
Entretanto, tal efeito também foi observado para os animais que receberam arteméter
solubilizado na solugcdo de Tween 80°/PEG 300/etanol/glicose (veiculo intravenoso),
indicando que o veiculo utilizado também modificou a absor¢do do farmaco ativo. De
fato, podem ter sido originadas micelas com tal veiculo que facilitaram a absorc¢do do
arteméter. Estudos pela via oral envolvendo a administragdao do arteméter na forma
de suspensdao devem ser realizados posteriormente para evidenciar as diferengas de
efeito dos veiculos na dissolugao intestinal e na prote¢do contra a degradagao do

arteméter.

Alessandra Teixeira Vidal Diniz
43



AVALIACAO DA EFICACIA ANTIMALARICA DO ARTEMETER

60 : -& Controle: veiculo
: -3 Controle: NC brancas
ATM 20 mg/kg IV

- ATM-NC 20 mg/kg IV

50+

2] -
o o
'l 'l

>
Parasitemia %

10+

0 ) 5 ) 10 ) 15 20 25 30
Tempo (dias)

60- : - Controle: veiculo
: 43 Controle: NC brancas
== ATM 40 mg/kg VO

50+ =2 ATM-NC 40 mg/kg VO

F -
(=]
L

(2]
(=]
L

+

Parasitemia %
S

10+

10 15 20 25 30
Tempo (dias)

(=T
on -

Figura 16: Curvas de parasitemia média de camundongos Swiss infectados pelo P. berghei
tratados com arteméter livre e em nanocapsulas de PCL, pelas vias IV a 20 mg/kg (A) e oral a
40 mg/kg (B), utilizando o protocolo de dose Unica em D2 (n=6).
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Nas figuras 17 e 18, é possivel observar que o percentual de sobrevivéncia foi
no four day test similar para todos os grupos tratados, nas diferentes formulacgdes,
doses e vias utilizadas, confirmando a eficacia antimalarica das nanocapsulas
desenvolvidas. Os resultados sdo claros em relacdo ao aumento da sobrevida dos

animais tratados em relacdo aos grupos controle.

No protocolo de dose Unica apds infeccdo bem estabelecida (figura 19), foi
verificado aumento da sobrevida de animais que receberam o arteméter em
nanocdpsulas, em relacido a forma livre demonstrando, novamente, um
prolongamento da acdo do farmaco conferido pelas nanocdpsulas. Para a VO, o
aumento da sobrevida foi observado tanto para os animais que receberam arteméter
solubilizado em Tween 80°/PEG 300/etanol/glicose quanto para aqueles nos quais o
farmaco foi encapsulado em nanoparticulas de PCL (figura 19). Este efeito, discutido
anteriormente, ndo pode ser devidamente analisado, pois houve provavelmente efeito

do veiculo do arteméter livre sobre a absorcdo intestinal.
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Figura 17: Curva de sobrevivéncia de camundongos Swiss infectados pelo P. berghei tratados
com arteméter livre e em nanocdpsulas de PCL, pelas vias IV (A), IP (B) e IM (C), na dose de
40 mg/kg, utilizando o protocolo four day-test (n = 6).
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Figura 18: Curva de sobrevivéncia de camundongos Swiss infectados pelo P. berghei tratados
com arteméter livre e em nanocdpsulas de PCL, pelas vias IV (A), IP (B) e IM (C), na dose de
80 mg/kg, utilizando o protocolo four day-test (n = 6).
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Figura 19: Curva de sobrevivéncia de camundongos Swiss infectados pelo P. berghei tratados
com arteméter livre e em nanocapsulas de PCL, pelas vias IV (A) a 20 mg/kg e VO (B) a
40 mg/kg, utilizando o protocolo de dose Unica (n = 6).

Os resultados encontrados neste estudo sdo compardveis a outros relatos na
literatura. Em estudos recentes, a cura de animais infectados pelo P. berghei também
foi observada quando o arteméter foi associado a supositérios auto-emulsionaveis
(GUGULOTHU et al., 2010) ou nanoparticulas lipidicas (JOSHI et al., 2008; ADITYA et al.,
2010). Em todos os casos, a meia-vida do arteméter foi aumentada em relacdo a

formulagdo parenteral disponivel, corroborando os dados obtidos no presente estudo
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em relacdo ao efeito anti-P.berghei in vivo. De maneira semelhante, Memvanga e
Préat (2012) observaram uma melhora na atividade antimaldrica do derivado da
artemisinina [(-arteéter associado a sistemas lipidicos auto-emulsiondveis para
administracdo oral, em comparacdo com formulacdes orais e parenterais do farmaco.
Chimanuka et al. (2002) desenvolveram lipossomas contendo [-arteméter e obtiveram
100% de cura em camundongos infectados pelo P. chabaudi, embora tal resultado seja
controverso pelos relatos de cura espontdnea em animais infectados por esta cepa

(SILVA et al., 2013).

A manutengdo ou aumento da eficacia de outros antimalaricos associados a
veiculadores manométricos também tem sido descrita. Leite et al. (2007) relataram a
cura de camundongos infectados pelo P. berghei tratados com nanocapsulas de PCL e
PLA-PEG contendo halofantrino. A nanoencapsulacdo da quinina aumentou sua
interacdo com os eritrécitos e, consequentemente, melhorou sua atividade
antimalarica (HAAS et al., 2009). Em relacdo a cloroquina, os resultados in vivo foram
promissores quanto a sua associacdo a nanoparticulas de quitosana (TRIPATHY et al.,
2012). Igualmente, a eficacia antimalarica in vivo frente ao P. berghei de nanoemulsdes
de clotrimazol (BORHADE etal., 2012) e nanoparticulas lipidicas de arteméter-

lumefantrino (PATIL et al., 2013) foram recentemente demonstradas.

Pode-se concluir, portanto, que os nanocarreadores sdo Uteis na manutengao
ou aumento da eficacia antimaldrica de farmacos, promovendo modificacées na
distribuicdo corporal dos mesmos, favorecendo sua aplicagdo por outras vias e
provavelmente protegendo-os da degradacdo. Sendo assim, a toxicidade desses

farmacos na forma livre e nanoencapsulada deve ser avaliada.
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6. AVALIAGAO DA CARDIOTOXICIDADE DO ARTEMETER

6.1 Introdugao

A partir da observacdo de que o arteméter exibe cardiotoxicidade quando em
altas concentracgées plasmaticas (WHITE, 2007), associada a total biodisponibilidade do
farmaco apdés a administracdo IV, proposta deste estudo, e a reducdo de efeitos
cardiotoxicos associada a nanoencapsulacdio de farmacos (LEITEetal., 2007;
MACIEL et al., 2010), os efeitos do arteméter livre e em nanocapsulas sobre o ECG e a

PA foram avaliados in vivo, em protocolos de doses Unica e multiplas.

6.2 Metodologia

A toxicidade cardiaca do arteméter foi avaliada utilizando-se os sinais
registrados de pressdo arterial (PA) e ECG de ratos Wistar machos, com peso entre 220
e 250g, os quais foram submetidos a administracdo IV do farmaco livre ou em

nanocapsulas de PCL, em dois protocolos (figura 20):

1. Sinais de ECG e PA foram registados continuamente durante 5 minutos antes e apds
administracdo Unica das formula¢cGes de arteméter IV nas doses de 40, 80 ou
120 mg/kg, ou solugdes controle. A partir de entdo, registros de 30 segundos foram
obtidos a cada 5 minutos até 30 minutos e na sequéncia a cada 15 minutos até 2 horas

apo6s a administracao das diferentes formulagdes.

2. Sinais de ECG e PA foram registrados continuamente por 5 minutos como controles
basais de cada animal. Em seguida, os animais receberam quatro doses IV de
arteméter 20 mg/kg nas formas livre e encapsulada, ou solu¢des controle, a cada 12
horas, durante 48 horas. Decorridas 2 horas apds a ultima administragdo, os sinais

cardiovasculares foram registrados por 5 minutos.

Os volumes de administragdo maximos utilizados foram 4,4 ml para as solugdes
controle, 3,2 ml para o arteméter livre e 4,4 ml para o arteméter em nanocapsulas. A
administracdo IV foi realizada de forma lenta, numa velocidade média de

0,5 ml/minuto.
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Figura 20: Protocolos experimentais para avaliacdo da cardiotoxicidade

Os animais foram anestesiados por cetamina (100 mg/kg) e xilasina (14 mg/kg),
por via IP e deixados sob respiracdo espontanea. Apds a anestesia ter alcancado a
profundidade necessaria, foi realizada tricotomia e assepsia da regido inguinal
esquerda e pequena incisdo para exposicdo do feixe femoral foi realizada. Para
obtencdo dos sinais da PA e para a administracdo IV das formulacdes, foram inseridos
cateteres de polietileno na artéria e veia femorais, respectivamente. Os cateteres
foram confeccionados unindo-se por aquecimento 5,0 cm de tubo de PE 10 a 15,0 cm
de tubo de PE 50, preenchidos com solu¢do salina e ocluidos por agulhas 25 x 7
cortadas. Apds a cateterizagdo, a extremidade PE 10 foi localizada na aorta abdominal,
abaixo das artérias renais, para registro da pressao arterial, e veia cava inferior, para
injecao das formulagbes. Nos animais do protocolo 2 as canulas foram externalizadas
no dorso e as incisdes apropriadamente suturadas. Para aquisicdo dos sinais de PA, a
extremidade PE 50 do cateter inserido na artéria femoral foi, entdo, acoplada a um
transdutor de pressdao TruWave® (Edwards Life Science, Canada). Para possibilitar a
medicao da diferenca de potencial relativa a derivacdo DII, agulhas hipodérmicas de
aco inoxidavel foram inseridas no tecido subcutaneo dos animais. Os sensores de ECG

e transdutor de PA foram acoplados a um sistema condicionador que fornece sinais em
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tempo real a uma frequéncia de 1200 Hz, processados por uma placa conversora
analdgico-digital (DagBoard/2001, EUA) (VALE-CARDOSO e GUIMARAES, 2010). Depois
de conectados ao sistema, os animais foram deixados por 5 minutos para estabilizacdo
dos sinais antes do inicio do inicio dos registros e realizacdo dos experimentos, nos

dois protocolos adotados.

Ao final de cada experimento os registros digitais dos experimentos, obtidos
em DaqBoard, foram convertidos pelo software Matlab 7.0 (MathWorks, EUA) e
analisados por inspegao visual com o auxilio do software WinDaq (DATAQ Instruments,
EUA). Foram selecionados segmentos de dois segundos de cada um dos registros, nos
guais os seguintes parametros cardiovasculares foram extraidos: PA sistélica (PAS) e
diastolica (PAD), e intervalos QT, RR, este para a obtencdo da frequéncia cardiaca (FC),
PR e complexo QRS do ECG e correc¢ao do intervalo QT pelo indice de Fridericia (1920):
QTc=QT/(RR)1/3.

Os dados foram analisados utilizando-se One-way ANOVA seguida do pds-teste
de Tukey. Foi utilizado o software GraphPadPrism® 5.0 (GraphPad Software, EUA)
como ferramenta para as analises estatisticas. Os dados foram expressos como média
+ erro padrao da média (EPM), com intervalo de confianca de 95% e as diferencas

consideradas significativas quando o valor de P foi menor ou igual a 0,05 (P < 0,05).

6.3 Resultados e discussao

Para a avaliagdo da cardiotoxicidade do arteméter livre e associado as
nanoestruturas, no protocolo de dose Unica foram utilizadas as doses de 40, 80 e
120 mg/kg IV. Como controle, os animais receberam veiculo ou nanocapsulas brancas,
gue ndo induziram a alteragdes significativas nos parametros basais de PA e ECG dos

animais (figura 21).

A administracdo IV de 120 mg/kg de solucdo de arteméter levou a morte dos
animais por hipotensdo severa e alteragdes significativas no ECG. A veiculagdao do
arteméter em nanocapsulas, embora tenha sido eficaz em diminuir as alteragdes

eletrocardiograficas em relacdo a forma livre na mesma dose, levou a alteragdes
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importantes na PA dos animais associada, provavelmente, ao grande volume
administrado (6,6 ml) (figura 22). Por esta razdo, os experimentos com tal dose foram

descontinuados.

As figuras 23 a 34 apresentam as variacGes percentuais dos parametros do ECG
—intervalo QT (figura 24), intervalo QTc (figura 25), intervalo PR (figura 26) e complexo
QRS (figura 27) — em animais controle e tratados com dose Unica de arteméter nas
formas livre ou encapsulada nas duas doses avaliadas. A figura 28 apresenta as
variacbes percentuais da FC e nas figuras 29 a 30 sdo apresentadas as variacOes
percentuais da pressdo arterial — PAS e PAD, respectivamente, sendo os valores
absolutos para estes parametros apresentados nas figuras 31 e 32. Nas figuras 33 e 34
sdo destacadas as principais alteracdes cardiovasculares observadas. As variacOes
maximas dos intervalos QT e QTc sdo mostradas na figura 33 e os efeitos maximos das

formulagdes sobre a PA e FC podem ser observados na figura 34.

A figura 35 apresenta as variagGes percentuais dos pardametros do ECG —
intervalos QT e QTc, em animais controle e tratados com dose multiplas de arteméter
IV 20 mg/kg nas formas livre ou encapsulada em diferentes doses. A figura 36
apresenta as variacGes percentuais de FC, PAS e PAD, enquanto os valores absolutos
de PA estdo representados na figura37. Os valores absolutos dos parametros

cardiovasculares obtidos encontram-se no Apéndice B — tabela 8.

As principais alteragdes eletrocardiograficas decorrentes da administragdo IV
de dose Unica de arteméter foram o prolongamento do intervalo QT e do intervalo RR,
com consequente diminuicdo da FC (figura23). A associacdo do farmaco a

nanocapsulas foi capaz de minimizar tais alteragdes.
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Figura 21: Exemplo de registro de sinal da PA ao longo do tempo apds a administracdo IV
de veiculo (superior) ou nanocapsulas brancas. O sinal bruto de PA mostra a auséncia de
alteragGes apds a administracdo (linha vertical preta).

150,0m=] MmHg

0,0

T T T T T T T T L T 1
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ATM 120 mglkg IV Segundos
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ATM-NC 120 mg/kg IV Segundos

Figura 22: Exemplo de registro de sinal da PA ao longo do tempo apds a administracdo IV de
120 mg/kg de arteméter livre (superior) ou em nanocéapsulas. O sinal bruto de PA mostra a
hipotensdo severa logo apds a administracdo (linha vertical preta) da forma livre levando a
morte em torno de 3 minutos e uma breve e reversivel alteragdo apds a administracdo de
arteméter em nanocapsulas, mantendo a normotensdo em todo o tempo experimental.
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Figura 23: Parametros do ECG em animais antes e apds a administracao |V de nanocapsulas
brancas (A), arteméter livre 80 mg/kg (B) e arteméter em nanocapsulas 80 mg/kg (C).

Os dados apresentados na figura 24 mostram que a administracdo IV de dose
Unica de arteméter induziu a aumentos imediatos e significativos do intervalo QT. Nos
animais que receberam arteméter livre (40 e 80 mg/kg), foram observadas variagoes
maximas de 19,6 e 32,8% para este segmento, respectivamente, e os valores absolutos
no prolongamento maximo observado foram 78,5 e 84,9 ms, respectivamente as
doses. A associagdo do arteméter as nanocapsulas foi eficaz em reduzir
significativamente este efeito, com aumentos maximos de 7,9 e 16,4% para as mesmas
doses e os valores absolutos maximo observados foram 67,6 e 71ms,
respectivamente. A variagdo maxima do intervalo QT ocorreu entre 1,5 e 5 minutos
apos a administracdo de arteméter. Estas observagbes da capacidade das
nanocapsulas em minimizar as alteragcbes induzidas pelo arteméter indicam
claramente sua capacidade de conferir cardioprotecdo. A administracdao do arteméter,
em todas as doses e formas farmacéuticas avaliadas, ndo levou a altera¢des relevantes

do intervalo PR, como mostrado na figura 26, assim como para o complexo QRS,
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(figura 27). Na avaliacdo do indice QTc (figura 25), intervalo QT corrigido pela FC, foi
observada uma tendéncia do arteméter em nanocdpsulas em minimizar os aumentos
observados para o arteméter livre em ambas as doses. Mesmo com o aumento de QTc
ainda significativo em relacdo ao grupo controle, o aumento foi reduzido em cerca de
12% em relacdo ao arteméter livre no tempo 2,5 minutos apds a administracao, o que
se traduz num valor absoluto maximo de 128 ms alcancado para o arteméter em
nanocapsulas em relagdao a 144 ms para o arteméter livre, indicando a redugao da
toxicidade cardiaca. As variacGes percentuais maximas dos intervalos QT e QTc do ECG

estdo sumarizadas na figura 33.
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Figura 24: Variacdo percentual do Intervalo QT apds administracdo IV de dose Unica de
arteméter 40 (A) ou 80 mg/kg (B) livre e em nanocapsulas. * diferenca significativa em relagdo
ao grupo controle; *diferenca significativa em relagdo ao grupo nanocapsulas * P < 0,05 —
ANOVA
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Figura 25: Variacdo percentual do indice QTc apds administracdo IV de dose Unica de
arteméter 40 (A) e 80 mg/kg (B) livre e em nanocépsulas. * diferenca significativa em relagdo
ao grupo controle; “diferenca significativa em relacdo ao grupo nanocépsulas P <0,05 —
ANOVA

Alessandra Teixeira Vidal Diniz
58



AVALIACAO DA CARDIOTOXICIDADE DO ARTEMETER

A 407 - Controle: NC brancas
-+ ATM 40 mg/kg
-« ATM-NC 40 mg/kg
30+

Intervalo PR - Variagcao %

Minutos

B 407 = Controle: NC brancas

- ATM 80 mg/kg
-+ ATM-NC 80 mg/kg

w
<

Intervalo PR - Variagao %

0 ' 5 ' 10 ' 15 20 60 90 120
Minutos

Figura 26: Variacdo percentual do Intervalo PR apds administracdo IV de dose Unica de
arteméter 40 (A) e 80 mg/kg (B) livre e em nanocapsulas.
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Figura 27: Variacdo percentual do complexo QRS apds administracdo IV de dose Unica de
arteméter 40 (A) e 80 mg/kg (B) livre e em nanocapsulas.
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A administracdo de arteméter nas doses de 40 e 80 mg/kg levou a reducdo
significativa da FC (figura 28) com redu¢bes maximas de 15,8% e 20,3% em relagdo aos
valores basais, e valores minimos observados de 306 e 260 bpm, respectivamente, ou
seja, bradicardia. Para a formulacdo de nanocdpsulas, nas mesmas doses, as reducdes
maximas observadas foram de 1,4 e 9,4%, respectivamente as doses. Estas mesmas
doses, na forma livre, também induziram queda marcante na PA. Para a PAS
(figura 29), foram observadas diminuigdes maximas de 17,8 e 41,4% apds a
administracdo do farmaco livre nas doses de 40 e 80 mg/kg, respectivamente. As
mesmas doses levaram a reducdes da PAD da ordem de 22,2 e 49,9%, respectivamente
(figura 30). Os valores absolutos minimos alcangados apds a administragdo de
80 mg/kg foram 75 e 50 mmHg para PAS e PAD respectivamente, mostrando
claramente a ocorréncia de hipotensdo, que se manteve até 15 minutos apds a
administracdo (figuras 31 e 32). O tratamento com nanocapsulas como carreadoras
para o arteméter foi capaz de impedir significativamente a reducdo da PA,
minimizando a hipotensao, sendo observadas diminuicGes maximas de 9,8 e 16,4%
para a PAS e 8,5 e 16,4% para a PAD apds a administracao IV nas doses de 40 e
80 mg/kg, respectivamente. As variacdes percentuais maximas de PA e FC estdo

sumarizadas na figura 34 para as doses de 40 (A) e 80 mg/kg (B).
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Figura 28: Variacdo percentual da frequéncia cardiaca apds administragdo IV de dose Unica de
arteméter 40 (A) e 80 mg/kg (B) livre e em nanocépsulas. * diferenca significativa em relacdo
ao grupo controle; “diferenca significativa em relacdo ao grupo nanocépsulas P <0,05 —
ANOVA
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Figura 29: Variacdo percentual da pressado arterial sistélica apds administracdo IV de dose
Unica de arteméter 40 (A) e 80 mg/kg (B) livre e em nanocapsulas. * diferenca significativa em
relagdo ao grupo controle; *diferenca significativa em relagdo ao grupo nanocapsulas P < 0,05 —
ANOVA
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Figura 30: Variacdo percentual da pressdo arterial diastélica apds administracdo IV de dose
Unica de arteméter 40 (A) e 80 mg/kg (B) livre e em nanocapsulas. * diferenca significativa em
relagdo ao grupo controle; *diferenca significativa em relagdo ao grupo nanocapsulas P < 0,05 —
ANOVA
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Figura 31: Valores absolutos de PAS e PAD apds administracao IV de dose Unica de arteméter
40 mg/kg livre e em nanocapsulas. * diferenca significativa em relagdo ao grupo controle;
*diferenca significativa em relacdo ao grupo nanocapsulas P < 0,05 — ANOVA
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Figura 32: Valores absolutos de PAS e PAD apés administracdo IV de dose Unica de arteméter
80 mg/kg livre e em nanocapsulas. * diferenca significativa em rela¢do ao grupo controle;
*diferenca significativa em relacdo ao grupo nanocapsulas P < 0,05 — ANOVA
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Figura 33: Variagdo percentual maxima dos intervalos QT e QTc apds administracdo IV de dose
Unica de arteméter 40 (A) e 80 mg/kg (B) livre e em nanocapsulas. * diferenca significativa em

relagdo ao grupo controle; *diferenca significativa em relagdo ao grupo nanocapsulas P < 0,05 —
ANOVA
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Figura 34: Variacdo percentual maxima de PA e FC apds administracdo IV de dose Unica de
arteméter 40 (A) e 80 mg/kg (B) livre e em nanocépsulas. * diferenca significativa em relagdo
ao grupo controle; “diferenca significativa em relacdo ao grupo nanocapsulas P <0,05 —
ANOVA

De maneira semelhante ao protocolo de dose Unica, os dados apresentados na
figura 35 mostram que a administracdo IV de quatro doses em 48 horas de 20 mg/kg
de arteméter na forma livre induziu a aumentos significativos dos intervalos QT e QTc,
da ordem de 22,7 e 32,6 %, respectivamente. A associacdo do arteméter as
nanocapsulas foi eficaz em reduzir significativamente este efeito, com aumentos de
5,6 € 6,3% de QT e QTc para o mesmo protocolo. A administragdao do arteméter, nao
levou a alteragdes relevantes do intervalo PR e do complexo QRS (Apéndice B —
tabela 9). Apds 2 horas da administracdo da ultima dose de arteméter 20 mg/kg,
momento em que foram obtidos os sinais de PA e ECG apds o tratamento, foram

observados aumentos significativos de FC, PAS e PAD (figura 36), com variacbes
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maximas de 29,9, 26,1 e 39,9 %, respectivamente, em relacdo aos valores basais, ou
seja, hipertensdo relevante. Para o grupo que recebeu nanocdpsulas de arteméter, no
mesmo protocolo, as variagdes maximas observadas foram aumento de 4,4 % para FC
e reducbes de 3,6 e 5,1 % de PAS e PAD, respectivamente, sendo mantidos valores
absolutos de PA dentro da faixa de normalidade para o pardmetro. Os valores
absolutos de PA basais e apdés a administracdo de arteméter nas diferentes

formulagdes estdo representados na figura 37.
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Figura 35: Variacdao percentual dos intervalos QT e QTc apds administracdo IV de quatro doses
arteméter 20 mg/kg livre e em nanocapsulas. * diferenca significativa em rela¢do ao grupo
controle; *diferenca significativa em relagdo ao grupo nanocapsulas P < 0,05 — ANOVA
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Figura 36: Variagdo percentual de PA e FC apds administra¢do IV de quatro doses de arteméter
20 mg/kg livre e em nanocapsulas. * diferenca significativa em relagdo ao grupo controle;
*diferenca significativa em relacdo ao grupo nanocapsulas P < 0,05 — ANOVA
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Figura 37: Valores absolutos de PAS e PAD apds administracdo IV de quatro doses de
arteméter 20 mg/kg livre e em nanocéapsulas. * diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle; “diferenca significativa em relacdo ao grupo nanocépsulas P < 0,05 — ANOVA.

+ animal morto apds a terceira dose.
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De maneira geral, a administracdao IV de arteméter livre levou a alteracdes
importantes nos parametros do ECG e PA, demonstrando sua cardiotoxicidade IV,
tanto em dose Unica quanto em multiplas doses. A alteragdo mais importante
observada em ambos os protocolos foi o prolongamento do intervalo QT do ECG. Para
o protocolo de dose Unica, foram verificadas reducdes de FC, PAS e PAD, enquanto
para o protocolo de multiplas doses tais pardmetros foram significativamente
aumentados. A veiculacdo do arteméter em nanocapsulas, proposta no presente
trabalho, exerceu especial importancia na diminuicdo dos seus efeitos tdxicos sobre o
sistema cardiovascular, provavelmente por diminuir a quantidade de farmaco livre

para associac¢do ao tecido cardiaco.

O prolongamento do intervalo QT corresponde a principal alteracdo
eletrocardiografica indicativa de cardiotoxicidade de farmacos, devido a sua associacdo
com a ocorréncia de taquiarritmias ventriculares malignas e torsades de pointes,
podendo levar a morte subita por parada cardiaca (AHNVE, 1991; ANTZELEVITCH,
2007; MOSKQVITZ et al., 2013). A cardiotoxicidade relacionada aos antimalaricos foi
verificada apdés o relato de morte subita de pacientes em tratamento com
halofantrino, tendo sido verificado que um aumento dose-dependente do intervalo QT
foi o responsavel por tal intercorréncia (NOSTEN et al., 1993). Dois anos apds, Monlun
et al. (1995) observaram que os aumentos no intervalo QT poderiam ocorrer sem a
apresentacdo de sintomas e em pacientes sem histérico de doengas cardiacas. A
cardiotoxicidade relacionada ao arteméter foi primeiramente observada em cdes por
Brewer et al. (1994) e Classen et al. (1999). O primeiro grupo relatou um aumento do
intervalo QT acompanhado de inversdao da onda T apds o tratamento intramuscular
com 20 mg/kg do farmaco por duas semanas. Nos experimentos de Classen et al
(1999), o prolongamento do intervalo QT foi também observado, porém sem
altera¢Ges na direcdo da onda T e na auséncia de qualquer efeito no complexo QRS, de
maneira semelhante ao verificado no presente estudo. Tal achado indica que o
prolongamento do intervalo QT reflete um retardo na repolarizagdo cardiaca. Efeitos
similares s3ao conhecidos para outros antimalaricos, tal como a quinina

(BONINGTON et al., 1996; HIEN et al., 1996). Para este farmaco, um prolongamento do
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intervalo QT de 25% foi associado ao risco de sincopes ou morte subita.

Os mecanismos que levam ao prolongamento do intervalo QT pelos
antimalaricos estdo, de maneira geral, ligados a alteracdes nos canais de potdssio
responsaveis pela repolarizacdo cardiaca (TOUZE et al., 2002; TRAEBERT e DUMOTIER,
2005; WHITE, 2007). Enquanto os efeitos cardiotéxicos do halofantrino estao
relacionados ao bloqueio dos canais lentos de potassio voltagem-dependentes (K,), a
cloroquina e a pirimetamina podem inibir a as correntes do ion através da interagao
com os receptores muscarinicos de acetilcolina nos canais de potassio operados por
ligantes (IK.Ach), importantes na repolarizacdo do potencial de acdo e na manutencao
do potencial de repouso atrial, ao passo que primaquina e quinidina podem inibir a
corrente pelo blogueio competitivo dos receptores muscarinicos (HARA e KIZAKI,
2002). Embora os dados disponiveis ndo permitam chegar a um consenso sobre o
mecanismo responsavel por tal alteracdo do ECG decorrente da administracdo dos
derivados da artemisinina, White (2007), apdés ampla revisdo, sugere que o
prolongamento de QT é subjacente as alteracdes neuroldgicas. Porém, a observacao
de que a administracdo oral de arteméter também pode causar altera¢des cardiacas,
ao mesmo tempo em que parece estar isenta de neurotoxicidade, quando comparada
a administracdo intramuscular (HIEN et al., 1996; CLASSEN et al., 1999), torna
controversa tal afirmagdo. Independente do mecanismo de cardiotoxicidade, é fato
qgue o prolongamento superior a 20 % do intervalo QT e do indice QTc, tal como
observado nos resultados anteriormente apresentados, esta relacionado a maior
ocorréncia de arritmias ventriculares polimdrficas e morte subita por parada cardiaca

(MOSKOVITZ et al., 2013).

Reducgdes na FC e na PA, causas de bradicardia sinusal e hipotensdo severa apds
a administracdo IV de farmacos, podem ser responsaveis pelo surgimento de sincopes,
diminuicdo da perfusdo tecidual e morte subita (TRAEBERT e DUMOTIER, 2005). Tais
efeitos também sdo associadas a toxicidade de antimalaricos (WHITE, 2007). Nos
resultados aqui apresentados, ambas as doses de arteméter livre utilizadas no
protocolo de dose Unica levaram a redugdes significativas em tais parametros. Os

resultados foram semelhantes aos decorrentes da administracdao de halofantrino em
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ratos (LEITE et al., 2007). Em outro estudo, a administracdo IV de quinina e quinidina
foram apresentadas como causa de hipotensdo fatal, resultado da vasodilatacdo e
inotropismo negativo decorrentes do bloqueio o;.adrenérgico por ambos os farmacos
(SHIBATA et al., 1998). Vasodilatacdo periférica e efeitos inotrdpicos negativos
também foram associados a cloroquina IV, e a ocorréncia de morte subita por choque
hipotensivo apds a administragdo do farmaco em criangas levou a OMS a
desaconselhar seu uso parenteral (LOOAREESUWAN et al.,, 1986). A hipertensdo e
taquicardia observadas apds o protocolo de doses multiplas podem ser atribuidas a
ativacdo do sistema nervoso simpatico e do sistema renina angiotensina como
mecanismos regulatérios para recompor as sucessivas hipotensGes e bradicardia
decorrentes da administracdo aguda de arteméter livre, conforme observado por
Luippold etal. (2003) na compensacdo da hipotensdo induzida por quimpirola. A
formulacdo de nanocapsulas, por inibir os efeitos hipotensores do arteméter,
novamente foi eficaz em evitar tais alteragGes cardiovasculares, com os animais

permanecendo normotensos apds a administracao das quatro doses.

Os beneficios da nanotecnologia na diminuicdo dos efeitos cardiotoxicos de
farmacos tém sido demonstrados in vivo em varios estudos recentes. O tartarato
emético para o tratamento da esquistossomose (MACIEL et al., 2010) e o antitumoral
doxorrubicina (REYNOLDS et al., 2012) estdo entre os farmacos cardiotdxicos que
tiveram suas propriedades melhoradas pela encapsulagdo. Leite etal. (2007)
observaram atenuagdes no prolongamento do intervalo QT, na bradicardia e na
hipotensao subjacentes a administracdo IV de halofantrino em altas doses, quando o
farmaco foi associado a nanocapsulas de PCL, resultados similares aos aqui
apresentados. Como a avaliacdo da cardiotoxicidade de arteméter veiculado em
nanocapsulas constitui um trabalho inédito e ndao existem na literatura trabalhos
abordando a avaliagdo dos efeitos cardiotdoxicos de derivados da artemisinina
veiculado em nanodispositivos, ndo foram possiveis maiores comparag¢des. A redugao
das alteragdes cardiovasculares propiciada pela associacdo do arteméter as
nanocapsulas em relacdo a administracdao do farmaco livre esta, provavelmente,

relacionada a habilidade do nanocarreador em modificar a distribuicao do farmaco no
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organismo, prolongando seu tempo de permanéncia no compartimento vascular como
demonstrado por Mosqueira et al. (2004) para o antimaldrico halofantrino. Desta
maneira, a reducdo dos efeitos tdxicos poderia ser atribuida a menor fracdo de
farmaco livre para a associa¢do ao tecido cardiaco, se comparado a administracdo do
farmaco em solugdo. Como demonstrado por Mosqueira et al. (2001), cinco minutos
apos a administracdo IV, as nanocdpsulas poliméricas convencionais estdo
preferencialmente localizadas no figado e baco. Desta maneira, pode-se sugerir que o
arteméter seja gradativamente liberado a partir destes locais e convertido a
dihidroartemisinina, um metabdlito ativo, mas isento de cardiotoxicidade (WHITE,
2007), explicando a redugao das alteragdes cardiovasculares observadas. Associado a
isso, como os efeitos toxicos dos derivados da artemisinina, incluindo cardio e
neurotoxicidade, foram relacionados as altas concentra¢cdes do farmaco no sangue
(MEDHI et al., 2009), pode-se inferir que a incorporacdio do arteméter em
nanocdpsulas constitui uma alternativa para manter o farmaco ativo no organismo por
mais tempo, ao mesmo tempo em que prové uma liberacdo diferenciada do mesmo,

minimizando sua toxicidade.
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7. AVALIAGAO DA NEUROTOXICIDADE DO ARTEMETER

7.1 Introdugao

A neurotoxicidade do arteméter, como ja descrito anteriormente neste
trabalho, é um dos aspectos que comprometem sua seguranca terapéutica, descrita
anteriormente em diversos modelos experimentais (BREWER et al., 1994; CLASSEN et
al., 1999; NONTPRASERT et al., 2000; AKINLOLU e SHOKUNBI, 2010). Assim, a avaliacdao
da neurotoxicidade in vivo do arteméter e do mesmo veiculado em nanocapsulas é
necessaria para avaliar a hipdétese de que a cardiotoxicidade possa ser decorrente da
neurotoxicidade, e se a vetorizacdo em nanocdpsulas influencia esta potencial
toxicidade. Os métodos experimentais aqui utilizados sdo considerados de triagem e
indicam a toxicidade sobre o SNC, influenciando acdes comportamentais. A hipdtese
de toxicidade sobre o sistema nervoso auténomo, a qual também pode influenciar a

atividade cardiovascular, ndo foi avaliada no presente trabalho.

7.2 Metodologia

A avaliacdo da toxicidade do arteméter sobre o SNC foi realizada pela
observacdo e quantificacdo das alteracbes comportamentais em camundongos
adultos, induzidas pelo farmaco livre ou encapsulado, utilizando os métodos de campo
aberto, labirinto em cruz elevado, haste girante e aparelho de tragdao, métodos ja
consolidados na literatura para tal objetivo (Committee on Neurotoxicology and
Models for Assessing Risk (1992). Camundongos Swiss fémeas com peso entre 20 e
25 g foram aleatoriamente distribuidos nos diferentes grupos experimentais (n=6) e
receberam 80 mg/kg IV de arteméter na forma livre ou encapsulada, divididos em
quatro doses 20 mg/kg, administrados a cada 12 horas. Como controle, os animais
receberam o volume correspondente (0,11 a 0,13 ml) de nanocdpsulas brancas ou
veiculo. Todas as administracdes foram feitas pela veia caudal lateral, com os animais
adequadamente contidos em um cilindro de acrilico com fenda para exteriorizagdo da
cauda. Os animais foram submetidos as avaliagdes antes da administracdo, como
registro basal dos comportamentos avaliados, e duas horas apds receberem a ultima

dose das formulagdes.
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7.2.1 Método de campo aberto (Open-field)

Foi utilizado o método proposto por Turner (1972), com modificacGes, com o
objetivo de avaliar a locomocdo espontanea e atividade exploratéria do animal. O
campo aberto (figura 38 A) (Insight Equipamentos Cientificos) consiste em uma base
de acrilico 100x80 cm, demarcada por 12 campos e cercada por parede transparente
de acrilico de 60 cm de didametro e 50 cm de altura. Os animais foram colocados
individualmente em um dos quadrados proximos a parede por 2 minutos para
ambientacdo e, em seguida, os comportamentos foram registrados com camera
filmadora por 5 minutos. Entre a exposicdo de um rato e outro foi feita a limpeza da

arena com alcool. Na analise do comportamento foram observados:

- 0 numero de campos invadidos;

- 0 numero de vezes que o animal levantou apoiando-se nas patas posteriores,

incluindo as vezes em que apoiou na parede lateral do campo aberto;

- movimento de limpar (grooming), considerado pelos movimentos dirigidos a

cabeca, efetuados com as patas dianteiras;

- contagem dos bolos fecais.

7.2.2 Método de labirinto em cruz elevado

O método de labirinto em cruz elevado (figura 38 B), realizado utilizando o
método descrito por Lister (1987), avalia o comportamento de ansiedade. O aparato
(Insight Equipamentos Cientificos) consiste em labirinto elevado a 40 cm do chdo, com
dois bracgos laterais fechados por paredes laterais, unidos perpendicularmente a dois
bracos abertos, sendo cada bragco medindo 50 cm. O animal foi colocado no centro da
cruz, com a cabeca voltada para o braco aberto, e os seus movimentos observados e
filmados por um periodo de 5 minutos. O parametro avaliado foi a frequéncia de
entradas nos bracos abertos ou fechados, considerando a entrada em um dos bragos
como a retirada das quatro patas do centro da cruz (area neutra). Também foram

contados os bolos fecais.
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7.2.3 Meétodo de haste girante (Rota road)

O método da haste girante (figura 38 C) foi realizado utilizando o método
descrito por Dunham e Miya (1957) com o objetivo de avaliar a coordenacdo motora e
equilibrio dos animais. A haste (Insight Equipamentos Cientificos) consiste em uma
barra giratdria, dividida por discos intercalados em quatro setores de 10cm. Os
animais foram colocados individualmente num setor por 1 minuto para ambientacdo e,
em seguida, foram colocados novamente por 2 minutos com aceleracdo progressiva de
5a 20 rpm. Os experimentos foram filmados e o nimero e tempo de quedas no tempo

experimental foram avaliados.

7.2.4 Método de tragdo

O método de tracdo (figura 38 D) foi realizado de acordo com o método
descrito por Rudziket al. (1973), com o objetivo de detectar alteracdes do tonus
muscular. O aparelho de tracdo consiste em um fio metdlico horizontal estendido a
30 cm de altura, sustentado por duas barras laterais. Foi avaliada a capacidade dos
animais de se prender e sustentar no fio de metal com as patas anteriores e, quando
livre, colocar uma das patas posteriores no fio em até 5 segundos. Cada animal foi
colocado trés vezes no aparelho no dia anterior para treinamento e por trés vezes

seguidas para a experimentagao.
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Figura 38: Métodos para avaliacdo de alteragdes comportamentais. A: campo aberto; B: haste
girante; C: labirinto em cruz elevado; C: barra de tracdo.

7.3 Resultados e Discussdo

O método de campo aberto permite avaliar a locomog¢do de animais ou a
reatividade emocional frente a diferentes substancias. Em ambientes amplos,
manifesta-se maior emocionalidade dos animais e os roedores, por instinto, se
locomovem perto das paredes, onde se sentem mais protegidos. Agentes que
interferem com a ansiedade podem aumentar ou diminuir o nimero de campos
explorados, de groomings, além de alterar a defecag¢do. Para os camundongos que
receberam arteméter IV, o numero de campos invadidos foi semelhante entre todos
os grupos que receberam os diferentes tratamentos e analisados duas horas apds a
administracdo de 4 doses em 2 dias (figura 39) Os resultados também ndo foram

diferentes dentro do mesmo grupo em relacdo aos resultados obtidos antes da
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administracdo das formulacdes (dados ndo mostrados). O mesmo ocorreu para 0s
comportamentos de movimentos de limpar, de levantar e também quanto a

quantidade de bolos fecais contados durante os 5 minutos de experimentagao.

O teste de labirinto em cruz elevado permite a observacdo do efeito das
substancias sobre o comportamento natural dos roedores que, frente as situacdes
ameacadoras representadas pela altura e pelo espaco aberto, exploram
preferencialmente os bracos fechados do equipamento. Neste teste, também ndo
foram observadas alteracdes para um mesmo grupo comparando-se a observacao
basal (antes da administracdo das formula¢cdes — dados ndo mostrados) e apoés o
tratamento para todos os grupos avaliados, assim como ndo foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos, sendo o numero de vezes explorados pelos
camundongos entre os bracos abertos e bracos fechados semelhante entre os grupos

(figura 40).

Em relacdo a avaliagdo do equilibrio e da forca muscular (Tabela 8), também nao
forma observadas diferencas significativas nos parametros avaliados. No teste da haste
girante, indicativo do equilibrio, todos os animais conseguiram permanecer na barra
rotatéria durante os dois minutos experimentais, exceto um animal do grupo que
recebeu arteméter na forma livre, com uma queda apds 37 segundos de
experimentacgado. Ja para o teste de forca muscular, avaliada pelo método de tragao, os
animais de todos os grupos foram capazes de se manterem suspensos no fio metalico
e de tocar o mesmo com as patas posteriores, nao evidenciando altera¢bes do

arteméter sobre o tdnus muscular.
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Figura 39: Efeito do arteméter em doses multiplas (4x 20 mg/kg 1V) sobre a locomocdo
espontanea e atividade exploratéria de camundongos, avaliadas pelo método de campo
aberto. Os valores representam a média + EPM.
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Figura 40: Efeito do arteméter em doses multiplas (4x 20 mg/kg 1V) sobre a capacidade
exploratdria de camundongos, avaliada pelo método de labirinto em cruz elevado Os valores

representam a média + EPM.
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Tabela 7: Efeito das formulacdes de arteméter sobre o tempo de permanéncia na haste
girante e sobre a for¢ca muscular dos animais na barra de tracao

Tempo médio de ..
Percentual de animais que

Tratamento permanéncia na haste ~
. passaram no teste de tracao
girante (s)
Veiculo 120(120; 120) 100
Nanocapsulas brancas 120 (120; 120) 100
ATM 20 mg/kg 106,2 (37; 120) 100
ATM-NC 20 mg/kg 120 (120; 120) 100

Os resultados indicam auséncia de efeitos da administracdo de quatro doses de
20 mg/kg de arteméter livre sobre os pardmetros comportamentais avaliados. Da
mesma maneira, ndo foram demonstrados efeitos neurotdxicos para o farmaco
encapsulado. Aparentemente ndo ha envolvimento do sistema nervoso na génese da
cardiotoxicidade, pela ndo correlacdo dos dados obtidos. Contudo, como se tratam de
testes de triagem, ndo se pode excluir por completo a neurotoxicidade para esta
mesma dose e via, sendo necessarios estudos futuros de avaliacdo histo-patoldgicas.
Akinlolu e Shokunbi (2010), por exemplo, observaram alteracdes discretas de
equilibrio e coordenagdo em ratos submetidos a administragdo diaria de 25 mg/kg de
arteméter IM por 7 dias, enquanto os estudos histolégicos evidenciaram danos
significativos ao nucleo trapezoidal dos mesmos animais. Em estudos anteriores,
Brewer et al. (1994) e Classen et al. (1999) também notaram discrepancias entre as
alteragdes comportamentais e os danos teciduais em ratos e cades, respectivamente.
Classen et al. (1999) sugerem que esta aparente normalidade na fungdo, a despeito da
presenca de dano neuronal, pode estar relacionada a capacidade neuronal de reserva,
a capacidade de compensacdo do sistema nervoso frente a perda neuronal ou ao nao
envolvimento das dareas afetadas nas funcdes de coordenagdo motora, forca e
equilibrio. Este mesmo autor destaca que esta auséncia de sinais clinicos iniciais
deveria servir de alerta a neurotoxicidade induzida pelo arteméter IM, devendo sua

utilizacdo ser avaliada com cautela.
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A neurotoxicidade do arteméter parece estar relacionada a administracao
parenteral, na qual maiores concentraces plasmaticas do farmaco sdo alcancadas
(MEDHI et al., 2009). Alteragdes neuroldgicas e morte foram observadas em testes
comportamentais que envolveram a administracdo diaria IM de 30 a 100 mg/kg de
arteméter por 28 dias em camundongos (NONTPRASERT et al., 1998). Nos animais que
receberam a menor dose ou uma dose intermediaria (50 mg/kg), os disturbios no
equilibrios e coordenacdao foram reversiveis, enquanto a maior dose levou a morte
22% dos animais e causou alteracdes irreversiveis a maioria dos sobreviventes. Este
mesmos autores ndo verificaram efeitos neurotéxicos em experimentos envolvendo os
mesmos  esquemas de tratamento, porém por administracio  oral
(NONTPRASERT et al., 2000). Em estudo recente, Beckman et al. (2013), também ndo
observaram alteracGes comportamentais em ratos jovens e adultos tratados com 30
ou 100 mg/kg de arteméter VO. Classen et al. (1999) acreditam que o mecanismo de
neurotoxicidade do arteméter estd relacionado aos mesmos efeitos oxidativos
envolvidos no atividade antiparasitaria, que poderiam resultar em dano neuronal e
apoptose apds exposicdo repetida. Estes efeitos, contudo, estariam restritos ao
arteméter, ndo sendo observados para seu metabdlito ativo dihidroartemisinina,
conforme relatado anteriormente (BREWER etal., 1994). Com base nestes dados,
pode-se sugerir que a nanoencapsulacao do arteméter também seria eficaz em reduzir
sua neurotoxicidade, por promover alteragcdes na biodistribuicdo deste farmaco,
decorrente da captura preferencial por células do SFM no figado e bago apods
administragao IV (MOSQUEIRA et al., 2001). Desta maneira, uma hipdtese seria que
sua posterior liberagcdo na forma metabolizada resultaria em manutencdo da eficacia

terapéutica, com redugdo da neurotoxicidade.
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8. DISCUSSAO GERAL

Neste estudo, as nanocapsulas foram preparadas pela técnica de deslocamento
do solvente (FESSI et al., 1989), a qual apresenta vantagens tais como homogeneidade
de distribuicdo de tamanho das particulas produzidas, utilizacdo de polimeros
biodegradaveis bem estudados e seguros, tal como o PCL, uso de excipientes ndo
téxicos e facilmente removiveis e de solventes n3o clorados (BULCAO et al., 2013; RAO
e GECKELER, 2011). As particulas de PCL apresentaram parametros fisico-quimicos
melhores que as de PLA-PEG, além de veicular maior concentracao de farmaco ativo
(tabelas 4 e 5) e, por isso, foram selecionadas para a realizacdo dos demais testes. As
suspensdes finais de nanocapsulas de PCL apresentaram elevada concentracdo de
arteméter (2-4 mg/ml), que pode ser atribuida a sua alta solubilidade no nucleo oleoso
das nanocéapsulas. A localizacdo do farmaco no nucleo oleoso foi confirmada pelo
aumento significativo no tamanho das nanoparticulas apés a encapsulacio do
arteméter, variando de 35 a 45 nm (tabela 4). Os valores de potencial zéta das
nanocapsulas de PCL variaram de -56,2 a -41,9 mV, sendo também influenciados pela
associacao de arteméter, o que indica que uma parte do farmaco pode estar localizada
na superficie das particulas sem, contudo, impactar a estabilidade coloidal. As
formulagGes de nanocapsulas foram fisicamente estdveis sob o periodo experimental
(6 meses) e ndo se observaram quaisquer sinais de separagao, agregacao, floculagdo

ou fase.

Através da técnica de MFA foi possivel observar achatamento das nanocapsulas
decorrente do contato com a sonda, representado pelo aumento do valor da relagao
diametro/altura (figura 8). Esta observagdo confirma a natureza maleavel das
nanoestruturas, contendo um nucleo oleoso envolvido por uma parede polimérica e
gerando particulas de natureza vesicular (LEITE et al., 2005). A distribuicdo de tamanho
das particulas deve ser estritamente controlada em formulagbes destinadas a
administracado IV, a fim de evitar a oclusdo dos capilares sanguineos (DECUZZI et al.,
2010). A formulacdo de PCL como veiculadora de arteméter apresentou um indice
médio de polidispersdao adequado, indicando estreita distribuicdo de tamanho das

particulas desenvolvidas.
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A eficdcia antimaldrica das formula¢cdes de nanocdpsulas contendo arteméter
foi confirmada pelo four day test. A administracdo IV de arteméter livre e encapsulado
nas doses de 40 e 80 mg/kg induziu remissdo completa da parasitemia em comparagdo
aos grupos controle e nenhuma recrudescéncia foi observada até 60 dias. Em estudos
recentes, a eficicia do arteméter em animais infectados por P. berghei também foi
observada quando o fdrmaco foi associado as nanoparticulas lipidicas sdlidas
(ADITYA etal., 2010). Esses estudos, a semelhanca do aqui relatado, foram
direcionados para resolver a principal limitacdo da terapia IV com arteméter: sua baixa
solubilidade em 34gua e meia-vida curta. A associacdo do arteméter com
nanocarreadores é, portanto, uma ferramenta importante para viabilizar seu uso IV
para o tratamento das formas graves de maldria (SANTOS-MAGALHAES e MOSQUEIRA,
2010), quando a supressdo rdpida da parasitemia é requerida e os pacientes
encontram-se hospitalizados (WHO, 2013). No entanto, nenhum dos trabalhos
disponiveis avaliou a toxicidade cardiovascular dos nanocarreadores aos quais o
arteméter foi associado. O halofantrino, um antimaldrico reconhecidamente
prolongador do intervalo QT do ECG foi associado as nanocapsulas (MOSQUEIRA et al.,
2004), as quais possibilitaram melhora da seguranca do farmaco apds a administracdo
IV, com a reducdo de efeitos adversos cardiovasculares em ratos (LEITE et al., 2007),

tal como claramente observado neste estudo para o antimalarico arteméter.

Embora o arteméter esteja entre os derivados da artemisinina mais
neurotoxicos (NONTPRASERT et al., 1998), ndo foi possivel confirmar tal efeito a partir
dos testes comportamentais realizados. Conforme exposto, contudo, a aparente
auséncia de neurotoxicidade em tais testes ndo pode excluir a auséncia de danos ao
SNC, conforme observado por diferentes pesquisadores (BREWER etal., 1994;
CLASSEN et al., 1999; AKINLOLU e SHOKUNBI, 2010). Independente dos resultados
obtidos, no entanto, pode-se sugerir que as nanocdpsulas ndo induzem
neurotoxicidade in vivo nas doses, nos protocolos e nos modelos experimentais

utilizados.

A cardiotoxicidade do arteméter foi avaliada neste trabalho através de um

protocolo de administracdo de dose Unica de 40 ou 80 mg/kg e em quatro doses de
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20 mg/kg IV (figura 20). Como controle, os animais receberam solugdo veiculo ou
nanocdpsulas brancas IV, ndo sendo observadas alteracdes significativas nos
parametros basais de ECG e PA dos animai. As principais alteracoes
eletrocardiograficas decorrentes da administracdo IV de arteméter em ambos os
protocolos foram o prolongamento dos intervalos QT e QTc em ratos Wistar. A
associacdo do arteméter as nanocapsulas foi capaz de minimizar fortemente tais
alteracdes (figuras 33 e 35). Pode-se sugerir uma modificacdo da biodistribuicdo do
arteméter, uma vez que as nanocapsulas convencionais sofrem rapido acumulo no
SFM apds a administracdo IV como previamente demonstrado para nanocdpsulas de

PLA in vivo num estudo farmacocinético em camundongos (MOSQUEIRA et al., 2001).

A cardiotoxicidade induzida por muitos antimalaricos é caracterizada por
disturbios como prolongamento do intervalo QT, evidenciado pelas caracteristicas do
ECG conhecidas como "torsade de pointes" (TOUZE etal., 2002; TRAEBERT e
DUMOTIER, 2005). A determinacdo da toxicidade cardiaca induzida por farmacos ndo
cardiacos que levam ao prolongamento do intervalo QT é obrigatdria para a tomada de
decisGes durante o desenvolvimento de um medicamento (FERMINI e FOSSA, 2003;
EMEA, 2005). Apesar de controvérsias acerca do mecanismo de cardiotoxicidade
associado ao arteméter (CLASSEN et al., 1999; WHITE, 2007), o prolongamento do
intervalo QT superior a 20% em relagdo aos valores basais, como visto no presente
estudo, estd relacionado a maior incidéncia de arritmias ventriculares polimérficas e

morte subita por parada cardiaca (MOSKOVITZ et al., 2013).

Diferentes antimaldricos estdo associados a diminuicdes de FC e PA como causa
da bradicardia sinusal e hipotensao fatais (TOUZE et al., 2002; TRAEBERT e DUMOTIER,
2005). Nos resultados aqui apresentados, ambas as doses de arteméter livre
administrado no protocolo de dose Unica IV levaram a redugdes significativas nesses
parametros, sendo tal efeito reduzido pela nanoencapsulacdo. Estes resultados sao
semelhantes aos decorrentes da administracao IV de halofantrino livre em ratos, com
a melhora de tais alteracdes propiciadas pela veiculagdo em nanocapsulas (LEITE et al.,
2007). Considerando a sintomatologia da malaria grave envolve o colapso circulatério

associado a hipotensdao (WHO, 2010), a encapsulacdo do arteméter poderia tornar seu
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uso mais seguro neste grupo de pacientes. No protocolo de doses multiplas, o
arteméter livre causou aumentos de FC e PA que levaram a hipertensao significativa,
indicando a sua toxicidade. Pode-se supor que a diminuicdo da PA subjacente a cada
dose pode levar a ativacdo do sistema nervoso simpdtico e sistema renina-
angiotensina, mecanismos reguladores que levam a hipertensao final observada. Da
mesma forma, o encapsulamento do arteméter foi eficaz em impedir tais alteracdes e,

mesmo depois de quatro doses em 48 horas, 0s animais permaneceram normotensos.

Os principais resultados deste estudo mostram claramente que as
nanocapsulas como carreadoras de arteméter mantém a sua eficacia antimaldrica e
reduzem o perfil de cardiotoxicidade em relacdo a forma livre por via IV. A reducdo dos
efeitos toxicos cardiacos poderia ser atribuida a uma menor fracdo de farmaco
disponivel para associa¢do ao tecido cardiaco, em comparacdo com a administracdo de
farmaco livre em solucdo. Os efeitos téxicos dos derivados de artemisinina foram
relacionados a concentracdes elevadas de farmaco no sangue (MEDHI et al., 2009).
Particularmente no caso do arteméter, as nanocapsulas e a via de administracdo
influenciam na concentragdo do farmaco no plasma, em conformidade com estudos de
outros autores que discutem o efeito das formulagGes e vias na toxicidade do
arteméter (CLASSEN et al., 1999; GENOVESE e NEWMAN, 2008). De fato, a analise dos
resultados de eficdcia indica uma redugdo mais lenta da parasitemia com o arteméter
encapsulado em relagdo ao livre, o que corrobora a hipdtese de reducao da fragdo de
arteméter livre disponivel no plasma e, consequentemente, reducdo de toxicidade
cardiovascular. Esse efeito devera ser comprovado por estudo farmacocinético
posterior. Também a lenta liberacdo do arteméter das nanocdpsulas deve ser
investigada em estudos futuros de liberagao em plasma. Assim, pode-se concluir que a
incorporacdo do arteméter em nanocapsulas poliméricas é uma alternativa para
manter o medicamento ativo na circulagdo sanguinea, o que se verificou aqui pela
manutencado da eficacia antimalarica, enquanto minimiza a toxicidade cardiovascular.
Desta maneira, o uso de nanoparticulas representa um interesse potencial na futura
producdo de tratamentos intravenosos mais seguros para uma grande variedade de

substancias cardiotoxicas.
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9. CONCLUSOES

Neste estudo a nanotecnologia foi aplicada a malaria experimental. Foram
selecionadas as nanocdpsulas de PCL contendo arteméter por apresentarem
caracteristicas fisico-quimicas adequadas a sua utilizacdo in vivo, as quais tiveram sua
eficacia comprovada frente ao Plasmodium berghei, parasita que produz, nos
roedores, malaria de alta gravidade e fatal, semelhante aquela causada por P.
falciparum em humanos. Através da avaliacdo das curvas de parasitemia, foi
demonstrado um retardo no efeito farmacolégico do arteméter em nanocapsulas
frente a acdo antiparasitaria in vivo, sem reducdo de eficacia (cura), o que sugere
concentracdes plasmaticas menores do fadrmaco quando associado as nanoestruturas
no inicio do tratamento. Em experimentos envolvendo a administracdo de dose Unica
do farmaco livre ou encapsulado em animais com infeccdo bem estabelecida, foi
confirmada a melhor atividade antimaldrica na forma nanocarreada, que
provavelmente altera o tempo de residéncia do arteméter no sangue e/ou aumenta a
sua meia-vida. A meia vida intravenosa curta deste farmaco é uma importante
limitacdo da utilizacdo do mesmo na pratica clinica, particularmente na malaria
complicada ou grave. Também foi demonstrada a potencialidade da formulacdo aqui
desenvolvida na terapia oral com o arteméter, possivelmente melhorando sua

biodisponibilidade.

Os dados de ECG e PA obtidos demonstraram claramente que o arteméter por
via IV provoca um prolongamento do intervalo QT de ratos em ambos os protocolos
estudados. Bradicardia e hipotensdao importantes foram observadas quando o
arteméter livre foi administrado em dose Unica, enquanto a administracdao de quatro
doses foi acompanhada de hipertensao e taquicardia. Foi reportado que a formulagao
de nanocarreadores poliméricos do tipo nanocdpsulas foi capaz de reduzir a toxicidade
cardiovascular induzida pelo farmaco, mesmo em doses muito elevadas (120 mg/Kg)
neste modelo animal. Esse fato foi atribuido a capacidade das nanocapsulas de
restringirem a permeac¢ao do arteméter em tecidos de érgdos vitais, como o coragdo e
cérebro, irrigados por vasos com endotélios continuos e, portanto, pouco permeaveis

a fdrmacos nanoparticulados. Este efeito causou uma protecdo significativa desses
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6rgaos, evidenciada neste estudo, com reducdo dos efeitos cardiotdxicos e auséncia de
efeitos neurotoxicos. Os resultados apontam para uma potencial aplicacdo da
formulacdo desenvolvida na terapia intravenosa da maldria objetivando maior
seguranca terapéutica para o arteméter. Este potencial é também importante ao se
considerar que este farmaco estd sendo avaliado clinicamente no tratamento do

cancer e ndo-clinicamente na terapia da esquistossomose.
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10. PERSPECTIVAS

Este trabalho abre como perspectivas para estudos posteriores:

= Estudo da cinética de liberagao do arteméter das nanocdpsulas em

presenca de plasma;

= Estudo farmacocinético visando se estabelecer uma melhor correlacdo
entre os niveis plasmaticos, cardiotoxicidade e neurotoxicidade do

arteméter;

= Estudos de biodistribuicdo do arteméter nas nanocdapsulas;

= Estudos de biodisponibilidade oral na forma de nanocapsulas;

= Estudos de toxicidade sobre o sistema nervoso autbnomo;

= Comprovacao da neurotoxicidade em protocolos com mais doses,

acompanhados de estudos histoldgicos;

= Estudos de cardiotoxicidade apds a administracdo de arteméter em

nanocapsulas pela via oral.

= Estudos de cardiotoxicidade em animais infectados pelo Plasmodium.
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Apéndice B

Tabela 8: Valores absolutos dos parametros do ECG e de PA antes e apds administracdo IV de dose Unica de arteméter

Arteméter 40 mg/kg Arteméter 80 mg/kg
Parametro Tempo (min)
Controle Livre Nanocapsulas Livre Nanocapsulas
QT (ms) 0 67,3 * 0,87 657 + 2,17 62,7 + 2,06 66,7 * 2,45 62,6 t+ 0,97
1 71,8 + 0,86 71,1 + 2,85 64,0 + 1,99 84,8 + 3,43*# 71,0 + 1,08
5 68,1 * 0,85 78,5 * 2,66*%# 676 + 1,71 76,7 + 3,32*%# 69,2 + 2,56
10 67,7 + 0,57 75,7 + 2,79*%# 66,7 + 1,87 72,5 + 3,03*# 656 + 1,73
15 67,7 = 0,79 74,1 + 3,29*%% 659 + 1,60 69,1 + 284 64,8 + 1091
30 67,9 * 1,55 69,5 + 3,76 643 = 2,34 67,8 + 2,49 644 + 172
60 68,0 * 1,69 69,4 + 3,52 63,8 + 245 69,5 = 2,77 64,2 + 1,95
90 68,4 * 1,27 67,3 * 2,79 62,1 + 1,98 68,2 * 2,69 63,2 + 1,36
120 66,6 = 1,64 67,8 * 3,33 62,7 + 2,06 67,5 + 1,98 63,6 + 1,51
PR (ms) 0 47,7 + 1,37 478 + 1,12 54,5 + 194 45,7 + 2,23 452 + 1,73
1 50,1 + 1,52 48,1 + 1,06 54,5 + 1,82 50,1 + 2,60 473 + 2,30
5 483 + 1,55 480 + 0,89 53,7 + 2,22 46,3 + 2,16 46,4 + 1,94
10 482 + 1,58 485 + 0,78 544 + 2,13 46,2 + 2,07 46,4 + 1,86
15 476 + 1,32 483 + 0,99 54,7 + 2,17 459 + 1,99 46,5 + 1,86
30 476 + 1,66 404 + 8,13 549 + 1,72 39,7 + 8,15 45,7 + 1,80
60 475 + 1,01 474 + 1,11 53,3 + 1,39 45,5 + 2,15 456 + 1,72
90 48,1 + 1,04 480 + 1,18 51,3 + 2,59 470 + 2,12 46,1 + 1,95
120 48,1 + 1,36 488 + 1,69 54,5 + 194 47,0 + 2,02 46,1 + 1,79
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QRS (ms) 0 232 + 1,12 216 + 0,36 247 + 0,76 22,1 + 054 206 + 1,04
1 242 + 1,25 21,9 + 031 24,7 + 0,52 234 + 048 216 + 1,02
5 234 + 1,23 21,8 + 0,28 246 + 043 225 + 0,53 21,2 + 1,00
10 236 + 1,18 215 + 027 249 + 0,62 224 + 0,49 213 + 0,95
15 232 + 1,17 21,8 + 0,24 251 + 0,51 220 + 051 21,5 + 0,96
30 228 + 1,27 21,7 + 0,34 247 + 0,55 223 + 0,49 21,2 + 094
60 23,4 + 1,46 216 + 0,35 252 + 0,53 216 + 0,77 21,1 + 1,00
90 234 + 1,34 21,8 + 031 256 + 0,93 22,1 + 0,68 212 + 0,9
120 233 + 1,01 21,7 + 1,33 24,7 + 0,76 223 + 0,60 21,0 + 0,93
PAS (mmHg) 0 127,1 + 2,44 1274 + 2,68 129,1 + 2,56 1289 + 1,85 129,8 + 2,01
1 138,7 + 3,64 107,2 + 3,68* 1185 + 3,88 757 + 524* 1147 + 3,25*
5 1304 + 241 1051 + 3,16%# 1180 + 4,14 98,5 + 9,00 1274 + 6,95*
10 1281 + 3,43 1050 + 3,99%# 119,7 + 2,24 94,1 + 2,52*% 1262 + 6,41
15 126,1 + 2,66 107,3 + 4,64*% 1253 + 3,94 96,6 + 324* 1217 + 4,38
30 1233 + 7,08 114,7 + 4,00 1282 + 3,81 1292 + 5,03 1286 + 3,48
60 138,1 + 6,58 1222 + 7,75 1295 + 1,86 1304 + 2,54 1382 + 3,11
90 127,9 + 8,40 1303 + 3,69 1233 + 2,35 1355 + 4,25 1334 + 1,90
120 127,9 + 5381 131,7 + 4,34 129,1 + 2,56 1275 + 3,96 1284 + 1,45
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PAD (mmHg) 0 87,1 + 1,66 87,4 + 2,40 856 + 2,75 88,3 + 1,48 834 + 141
1 92,8 + 2,26 74,3 = 3,09 790 = 2,96 50,6 * 4,10*# 75,5 + 2,53*

5 87,7 + 2,36 67,9 = 1,65*# 86,0 + 2,83 55,1 + 8,25*# 79,6 + 4,33*

10 87,1 + 2,32 70,0 = 3,45*# 859 + 2,77 60,0 * 2,12*# 78,4 + 4,15*

15 858 + 1,68 71,3 + 3,79 86,8 + 2,18 60,7 * 2,31*# 78,8 + 2,16

30 859 + 3,83 82,5 + 3,70 86,5 + 3,57 85,8 + 3,52 83,1 + 1,40

60 88,4 + 3,92 87,1 + 5,28 82,8 + 3,27 88,6 + 2,25 86,5 + 247

90 87,2 + 3,88 89,6 + 2,40 83,9 + 3,35 88,2 + 1,55 88,0 + 1,74

120 84,0 + 3,99 89,5 + 1,65 856 + 2,75 86,2 + 2,14 82,7 + 1,47

FC 0 384,9 + 15,6 352,8 + 11,30 360,3 + 21,77 374,3 * 10,65 392,1 + 7,53
1 3789 * 16,4 3389 + 8,76*# 3761 * 24,17* 298,2 + 10,08*# 3539 + 5,61

5 3754 = 17,3 306,3 * 26,28*# 3764 * 19,26* 262,4 + 8,88*# 371,3 + 10,54

10 373,5 £ 16,2 314,4 + 21,51*% 3745 * 19,17 260,3 * 8,14*# 378,6 + 11,56

15 375,8 = 16,7 323,1 = 21,11 376,0 = 18,27 296,7 * 8,91*# 3856 + 8,72

30 371,3 = 14,6 341,7 + 11,13 357,2 = 19,22 359,6 + 8,64 389,1 + 13,82

60 382,8 + 18,1 35,1 + 11,51 358,1 = 20,19 365,5 * 12,19 392,0 + 12,91

90 3775 = 17,4 353,4 = 12,06 354,7 + 22,34 361,8 + 8,18 393,5 + 11,93

120 377,2 = 17,4 350,1 =+ 13,27 360,3 = 21,77 362,9 + 8,24 395,1 + 11,59
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QTc (ms) 0 1258 + 2,50 1180 + 3,08 1193 + 3,03 122,5 + 3,89 1176 + 1,80
1 1323 + 1,17 1264 + 4,43 1208 + 3,70 1443 + 481 1281 + 1,56
5 1256 + 2,57 1341 + 428 1185 + 2,71 1370 *+ 5,74 1269 + 4,78
10 1246 + 2,51 131,0 + 4,81 116,8 + 2,93 131,5 + 4,78 121,1 + 3,34
15 1248 + 2,60 1293 + 5,36 1156 + 2,50 126,1 + 4,46 1204 + 3,45
30 126,5 + 4,52 1238 + 598 112,7 + 3,26 122,9 + 3,70 1200 + 2,50
60 126,5 + 4,33 1248 + 5,85 1120 + 3,47 126,7 + 4,76 1199 + 3,01
90 1275 + 4,77 1200 + 3,97 1184 + 2,21 122,5 + 3,67 1182 + 2,15
120 1253 + 3,20 121,6 + 4,72 119,3 + 3,03 122,9 + 2,97 1192 + 2,42

Os valores representam a média + EPM. (n = 6/grupo). * diferenca significativa em relagdo ao grupo controle; *diferenca significativa em relago ao
grupo nanocapsulas P < 0,05 - ANOVA
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Tabela 9: Valores absolutos dos parametros do ECG e de PA antes e apds administracdo IV de quatro doses de arteméter

Arteméter 20 mg/kg

Parametro Tempo (min)
Controle Livre Nanocapsulas
QT (ms) 0 60,3 *+ 1,68 66,6 * 0,92 679 + 125
48h 63,6 £ 1,95 81,6 + 1,07*# 71,9 + 3,89
PR (ms) 0 499 * 2,04 498 * 1,05 51,7 * 1,63
48h 47,4 * 1,36 492 * 0,46 48,2 * 1,78
QRS (ms) 0 206 * 0,28 21,8 + 0,59 21,5 * 0,29
48h 20,4 * 0,25 23,1 £ 0,59 22,1 = 0,35
PAS (mmHg) 0 1243 + 2,10 1199 = 414 128,4 = 3,07
48h 130,0 = 4,49 151,7 * 6,41*% 1233 * 2,17
PAD (mmHg) 0 86,5 * 244 875 * 2,05 876 * 1,98
48h 90,8 = 2,97 120,4 * 4,19%# 83,0 * 3,02
FC (bpm) 0 3342 + 27,19 346,2 + 2553 3343 + 24,15
48h 363,6 * 31,19 441,8 * 24,07*# 339,9 * 16,79
QTc (ms) 0 106,8 = 3,23 112,8 = 1,65 120,3 * 4,86
48h 1159 * 3,52 149,6 * 3,87*# 1276 * 551

Os valores representam a média + EPM. (n = 6/grupo). * diferenca significativa em relagdo ao grupo controle; *diferenca significativa em relagio ao
grupo nanocdapsulas P < 0,05 - ANOVA
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