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RESUMO

A correlacéo entre as concentracdes séricas e eritrocitarias de quinina foi
estudada em criangas e individuos adultos com malaria por Plasmodium falciparum
nao complicada no Municipio de Cachoeira do Piri4, Estado do Para. Os pacientes
receberam esquema terapéutico oral de quinina (3 dias) + Doxiciclina (5 dias) +
primaqguina (6° dia). As concentracdes de quinina nas amostras de soro e eritrocitos
foram mensuradas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia no terceiro dia de
tratamento. A concentracdo média de quinina no soro de criangas com malaria
falciparum ndo complicada foi de 0,723 £+ 0,6 pg/mL, e a eritrocitaria de 0,537 + 0,38
pug/mL. A relacéo entre as concentracdes séricas e eritrocitaria de quinina no soro de
criancas foi de 1,89 + 1,25 pug/mL, néo houve diferenca estatisticamente significativa
entre estas concentracdes. A média da concentracdo sérica de individuos adultos
foi de 1,27 + 1,12 pg/mL, e a eritrocitaria de 0,63 + 0,48 pg/mL. A relagdo entre
essas concentracdes foi de 2,27 £ 1,06 pg/mL. Os resultados mostraram que nao
houve diferenca estatistica significativa entre as médias da relacdo dos teores de

quinina no soro e nos eritrécitos das criancas e dos individuos adultos.

Palavras-chave: Malaria. Plasmodium falciparum. Quinina.



ABSTRACT

The correlation between the serum and red blood cells concentrations of
quinine was studied in children and adults with falciparum malaria uncomplicated in
Cachoeira of the Piri4, in the State of Para. The patients had received the oral
scheme of quinine (3 days) + doxycyclina (5 days) + primaquine (6° day). Quinine
concentration in the serum and the red blood cells samples was measured by High
Performance Liquid Chromatography in the third day of treatment. The average of the
serum concentration of the quinine in children with uncomplicated falciparum malaria
was of 0,723 + 0,6 pg/mL, and 0,537 + 0,38 pg/mL for the red blood cells. And the
relationship between the serum and red blood cells concentration was 1,89 + 1,25
png/mL, had not difference statistical significant between those concentrations. The
average of the serum concentration of adult individuals was of 1,27 + 1,12 pg/mL,
and 0,63 £ 0,48 pg/mL for the red blood cells. The relationship between those
concentration was of 2,27 + 1,06 pg/mL. The results had shown that it did not have
significant statistical difference between the averages of the relation of quinine levels

in the serum and the red blood cells of the children and the adults.

Key-words: Malaria. Plasmodium falciparum. Quinine.



1. INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A malaria tem persistido, ao longo dos anos, como relevante endemia no
Mundo. Hipdcrates relacionou as manifestacfes clinicas com as esta¢des do ano e
os locais onde os doentes habitavam ou freqientavam. A doenca é atualmente
encontrada em toda a regido tropical e sub-tropical do planeta. Estima-se que mais

de 100 milhdes de pessoas séo infectadas a cada ano (BRUCE-CHWATT, 1980).

O médico francés Charles Alphonse Laveran (1881) foi o primeiro a
observar e descrever o agente etiolégico da malaria no interior dos glébulos
vermelhos humanos. Em 1897, o médico britanico Ronald Ross, encontrou formas
do parasito da malaria no interior de um mosquito, o qual havia realizado o repasto
sanguineo em um portador da doenca, contribuindo assim para a elucidacdo do
modo de transmisséo. Estudos realizados, entre 1898 e 1899, pelos pesquisadores
italianos Amico Bignami, Giuseppe Bastianelli e Batista Grassi, descreveram o ciclo
completo de desenvolvimento do parasita no homem e na fémea do Anopheles

(VILLALON, 2006).

Os protozoarios intracelulares causadores da malaria pertencem ao Filo
Apicomplexa, Ordem Eucoccidiida, Subordem Haemosporinae, Familia
Plasmodiidae e género Plasmodium (Machiafava & Celli, 1885), o qual apresenta
cerca de 120 espécies, destas quatro infectam o homem, Plasmodium malariae
(Laveram 1881), Plasmodium vivax (Grassi & Feletti 1890), Plasmodium falciparum

(Welch 1897), e Plasmodium ovale (Stephens 1922) (apud GOMES et al, 2001).



A malaria apresenta ampla distribuicAo geografica, sendo considerada
endémica em cerca de 100 paises, geralmente localizada nas regides mais pobres.
A doenca atua como fator limitante do crescimento demografico, cultural e

econémico (WHO, 2005).

No Brasil, a doenca é causada por trés das quatro espécies de Plasmodium,
excluindo-se o P. ovale. O P. falciparum tem distribuicdo mundial, porém encontra-se
concentrado nas regifes tropical e subtropical do planeta. E o mais letal e se
multiplica rapidamente, conseqientemente, invade e destroi mais glébulos
vermelhos que as outras espécies, causando assim, um quadro de anemia mais
grave e imediato, levando a manifestacbes severas como comprometimento

cerebral, faléncia renal e afeccdes pulmonares (HEDDINI, 2002; FERREIRA, 2005).

1.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A malaria € um grave problema de saulde publica e mundial, pois cerca 40%
da populacdo mundial convivem com o risco de contagio. Dados da Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) indicam ser a malaria, hoje, a doenca tropical e parasitaria
gue mais causa problemas sociais e econdmicos no mundo, pois a cada ano cerca
de 300 a 500 milhdes de casos, com aproximadamente um milhdo de Obitos ocorrem
no mundo, principalmente na Africa, nas areas remotas de dificil acesso aos servigos
de saude, sendo que na maioria dos casos as vitimas séo criancas com menos de

cinco anos de idade (GREENWOOD & MUTABINGWA, 2002; WHO, 2005).



A doenca se distribui pelas regides tropical e sub-tropical do planeta (Figura
1). A maior area de transmissdo é a Africa-Sub-Sahariana onde ocorrem 90% dos
casos. E endémica em 53 paises da Africa, em 21 das Américas, 4 da Europa e 14
na regido leste do mediterraneo e no sudeste Asiatico (GREENWOOD &

MUTABINGWA, 2002).

Fatores como o surgimento de mutacdes génicas provocando resisténcia do
Plasmodium as multiplas drogas e a selecéo de cepas do mosquito vetor resistentes
ao inseticida, foram os responsaveis pelo aumento do nimero de casos, dificultando

o controle da parasitose (SACHS & MALANEY, 2002).

A partir da década de 70, a implantacdo de projetos que visavam a
integracdo da Amazobnia ao restante do Brasil, promoveram uma grande migracao
interna no Pais, provocando alteracdes ambientais importantes, resultando na
presenca de grande contingente populacional em é4reas malarigenas
(BRASIL/MS//ISVSIFNS, 2003). A populacdo migrante vivia em condicdes precérias,
0 que favorecia a exposicdo ao vetor que, consequientemente, levou a rapida

expansado da doenca (MOTTA, 1992).



Figura 1: Areas endémicas de malaria ao redor do mundo.

Fonte: CHAART Sensor Evaluation: Malaria. 2005

Atividades como a abertura de grandes rodovias, implantacdo de garimpos,
extrativismo madeireiro, construcdes de hidrelétricas, instalacdo de projetos
agricolas, entre outras, provocaram a dispersdo da malaria pela regido Norte e
Centro-Oeste, representada pelo aumento dos casos até 1999, com mais de 637 mil
relatos, com crescimento de 34% em relacdo a 1998, contribuindo para a

permanéncia da transmissao nesta regiao (BRASIL/MS/SVS/FNS, 2003).

No Brasil, a malaria se concentra na Amazonia Legal, que compreende 0s
Estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondonia,
Roraima e Tocantins, os quais contribuem com mais de 99% dos casos registrados
no Pais (Figura 2) os fatores climaticos como a hidrografia abundante, altas
temperaturas, umidade do ar elevada e os altos indices pluviométricos associados

as grandes areas de florestas contribuem para a manutengcdo dos criadouros e a


http://128.102.124.15/sge/health/sensor/diseases/malaria.html

proliferacdo dos vetores (Brasil/MS/SVS, 2005). Nas demais regides, em geral
ocorrem casos importados da Amazodnia ou de outros paises, principalmente

fronteiricos (PASSOS & FIALHO, 1998).

|
x

Figura 2: Mapa de risco de transmissdo da malaria, Amaz6nia Legal, 2005.

Fonte:BRASIL/MS/SVS/SIVEP-Malaria.2005.

O Estado do Para, em 2004, contribuiu com aproximadamente 24 mil
ocorréncias. No ano de 2005, foram cerca de 30 mil registros, até o julho de 2006

13.226 casos foram notificados (BRASIL/MS/SVS/Sivep, 2006).

A 42 Regional de Protecdo Social que tem como municipios prioritarios

Augusto Corréa, Braganca, Viseu e Cachoeira do Piria, apresentou 20.079 e 11.832



casos de malaria nos anos de 2004 e 2005, respectivamente. Até Julho de 2006 ja

haviam sido registrados 2.967 casos nessa regido (BRASIL/MS/SVS/Sivep, 2006). .
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Figura 3: Notificacdo dos Casos de Malaria na 42 RPS em 2004/2005/2006

Fonte: Adaptado dos Dados de Laboratério da 42 RPS

Em 2004, o municipio de Cachoeira do Piria registrou 2.905 casos de
malaria. E no ano de 2005, foram cerca de 1.358 registros, dentre estes 606 foram
devido ao P. falciparum. Em 2006, ocorreu um aumento no numero de casos de
malaria causada por P. falciparum neste municipio, onde até o més de julho deste

ano foram registrados 640 novos casos (BRASIL/MS/SVS/Sivep, 2006).



2004 2005 2006

Figura 4: Notificagdo dos Casos de Maléria no Municipio de Cachoeira do

Piria/Paréa/Brasil em 2004/2005/2006.
Fonte: Adaptado dos Dados de Laboratério da 42 RPS
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Figura 5: Notificacdo dos Casos de Maléaria por P. falciparum em Cachoeira

do Piri&/ Para/Brasil em 2004/2005/2006

Fonte: Adaptado dos Dados de Laborat6rio da 42 RPS



1.3 CICLO BIOLOGICO DO PLASMODIUM

O ciclo do Plasmodium (Figura 6) ocorre em dois hospedeiros, um
intermediario (vertebrado), onde ocorre a reproducdo por esquizogonia e o
desenvolvimento das formas assexuadas, e o outro definitivo (invertebrado), onde
ocorre a reproducdo sexuada do tipo esporogonia (SACHS & MALANEY, 2002;

MOORE et al., 2002).

Os transmissores da malaria humana s&o insetos conhecidos como
“pernilongos”, “carapanas” e “mosquitos-prego”, da Ordem dos dipteros, da Familia
Culicidae, do género Anopheles e Subgénero Nyssorhincus. No Brasil, o principal
vetor é o Anopheles (N.) darlingi (Root, 1926), que apresenta distribuicdo geogréfica
ampla, possuindo alto grau de antropofilia e endofagia, tendo a capacidade de
transmitir diferentes espécies de Plasmodium. Os criadouros desta espécie séo
colecdes de aguas limpas, quentes, sombreadas e de baixo fluxo, encontrados com
muita freqiéncia na Amazbnia. Todavia, outras espécies como 0 Anopheles
aguasalis, Anopheles albitarsis s.l., Anopheles cruzi e Anopheles bellator, também

exercem importante papel na transmissdo da doenca (POVOA et al., 2000; TADEI &

THATCHER, 2000;SESPA, 2005).

A fémea do mosquito ingere 0s gametocitos (microgametocitos e
macrogametocitos) de um individuo infectado. Apos o rompimento dos eritrocitos, o
microgametadcito sofre processo de ex-flagelacdo, originando microgametas, que sao
moveis e migram até o estdbmago do mosquito, onde irdo fecundar os

macrogametas, formando o zigoto ou oocineto, este migra atraves das células



epiteliais do estbmago, transformando-se em oocistos, que se fixam a membrana
basal do intestino médio, aumentam de tamanho progressivamente produzindo
esporozoitos. Com a ruptura do oocisto maduro, 0S esporozoitos migram, via
linfatica, para a glandula salivar do Anopheles. Este processo ocorre em periodo de
7 a 18 dias apods a infeccdo, estando assim 0s mosquitos aptos para infectar um

novo individuo. (MOORE et al, 2002; SOUZA & RILEY, 2002).

As formas infectantes para 0 homem sdo 0s esporozoitos, 0s quais
penetram no organismo quando a fémea exerce a hematofagia, alcancando os
capilares subcutaneos, através da saliva do mosquito infectado. Alguns esporozoitas
sdo destruidos por macréfagos, outros transportados pela circulacdo sanguinea,
penetram no figado onde se multiplicam assexuadamente (MOTA & RODRIGUEZ,

2001)

No hepatdcito, 0 parasito encontra condicbes para iniciar a esquizogonia,
dando origem aos esquizontes teciduais. Apés um periodo de 6 a 15 dias,
dependendo da espécie, ocorre a ruptura dos hepatdcitos e a liberacdo de milhares
de merozoitas, sendo essa fase denominada pré ou exo-eritrocitica ou tecidual

(MOTA & RODRIGUEZ, 2001; MOORE et al, 2002).

A fase denominada Eritrocitica inicia-se quando os merozoitas invadem o0s
eritrocitos e se replicam, produzindo trofozoitas. Cada uma desta forma originara
cerca de 20 a 30 merozoitas, que apés a ruptura do eritrocito continuardo a invadir

outros eritrécitos mantendo o ciclo esquizogonico eritrocitico, provocando o aumento
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da carga parasitaria sanguinea e o aparecimento dos principais sinais e sintomas da

infeccdo (KRETTLI, 1994; MOTA & RODRIGUEZ, 2001).

by Ken Beavsharg o C¥a. Ivest.

Figura 6: Ciclo evolutivo do Plasmodium

Fonte: WHITE, 2004.

O P. falciparum apresenta suas formas jovens (trofozoitos jovens) com
tamanho diminuto, contendo um vacuolo e o ndcleo proeminente, conhecido com
forma de anel, e sdo menores quando comparados as outras espécies de

Plasmodium (FERREIRA & ALVARADO, 1991).



11

Nesta fase, conhecida como esquizogonia eritrocitica, 0s parasitas
metabolizam a hemoglobina dos eritrocitos originando um pigmento escuro
denominado hemozoina, o qual ira se depositar em varios O6rgdos durante a

evolucéo clinica da doenca (FERREIRA & ALVARADO, 1991).

Apos o inicio das manifestacdes clinicas, alguns merozoitos se diferenciam
em gametdcitos. O crescimento das formas jovens ocorre em 0rgdos como o bacgo e
a medula 6ssea. Na malaria falciparum estas formas aparecem cerca de 10 dias
apos as formas assexuadas: o0 macrogametocito (gametocito feminino) e o
microgametdcito (gametdcito masculino), responsaveis pela transmissao da doenca

ao hospedeiro definitivo (FERREIRA & ALVARADO, 1991; SOUZA & RILEY, 2002).

1.4 PATOGENIA E MANIFESTACOES CLINICAS DA MALARIA FALCIPARUM

As manifestagBes clinicas mais graves da malaria estdo comumente
associadas com as infec¢cdes causadas pelo P. falciparum (MENDIS et al., 2001).
Esta espécie apresenta duas caracteristicas importantes, as quais justificam a maior
severidade e patogénese da doenca em relagdo a outras que parasitam o homem,
quer sejam a capacidade de invadir eritrocitos em todas as fases de maturacao,
causando parasitemia elevada e seu acentuado crescimento, assim como a
facilidade dos eritrocitos infectados aderirem ao endotélio vascular pelo processo de

sequestro (HEDDINI, 2002).

A citoaderéncia dos eritrocitos infectados ao endotélio e a outros eritrocitos

nao infectados torna-se possivel devido a modificacbes em sua superficie,
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denominadas “knobs”, as quais fornecem uma melhor maturacdo da atmosfera
microaerofilica, permitindo assim que o parasito escape do clareamento realizado

pelo bago. (KIRCHGATTER & DEL PORTILLO, 2005).

A adeséo ao endotélio tem importante funcédo na patogenicidade da doenca,
causando obstrucdo de pequenos vasos dos principais 6rgdos como: cérebro,
figado, rim e pulméo; devido o fluxo sanguineo se apresentar comprometido
(RIBEIRO & FERREIRA DA CRUZ, 2000, HEDDINI, 2002; KIRCHGATTER & DEL

PORTILLO, 2005).

Vérios estudos proporcionaram um melhor entendimento da participacao
das citocinas na resposta imune, com isso, a patogenia da malaria passou a ser
considerada como resultado da producéo de citocinas pro - inflamatorias (Fator de
Necrose Tumoral-TNF, Interleucinas-IL, Linfotoxinas-LT e Interferon-IFN-y) ativadas
pelo parasito ou por toxinas liberadas durante a ruptura dos esquizontes, as quais
seriam responsaveis pelo ataque paroxistico caracteristico da doenca (CLARK et al,

1997; RIBEIRO & FERREIRA DA CRUZ, 2000).

O quadro clinico é variavel, dependendo da espécie de Plasmodium e do
grau de imunidade do hospedeiro. Geralmente nos primeiros 15 dias da infec¢do, o
individuo é assintomatico, configurando o periodo chamado de pré-patente. A
seguir, o hospedeiro comeca a manifestar episodios febris, acompanhados de
calafrios, sudorese e cefaléia, os quais se apresentam irregulares ou continuos,
passando a ocorrer de forma ciclica ao final da primeira semana (GOMES et al,

2001).
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Outras manifestacbes sao nauseas, vOmitos, astenia, mialgia, fadiga,
diarréia, tosse, artralgia e dor abdominal. A doenca evolui com anemia, ictericia e

hepatoesplenomegalia (GOMES et al, 2001).

A febre é o sinal mais freqliente e esta relacionada a producéo de IL-1 e
IL-6, as quais sao atribuidos os papéis de citocinas pirogénicas (CLARK &
SCHOFIELD, 2000), geralmente ela se apresenta intermitente, com intervalos de 36

a 48 horas na malaria por P. falciparum (SOUZA et al, 1997).

A anemia € uma das manifestacfes mais frequentes, apresentando grau
variado. Pode ser decorrente da destruicdo dos eritrocitos durante a esquizogonia
intra-eritrocitaria, reducdo da eritropoese e da fagocitose dos eritrécitos nao
parasitados. Entretanto, o grau de hemalise ndo se correlaciona com a parasitemia,
indicando que a patogénese é multifatorial (CLARK et al., 1997; RIBEIRO &

FERREIRA DA CRUZ, 2000).

1.5 TRATAMENTO

O tratamento da malaria depende da identificacdo da espécie de
Plasmodium causadora da infec¢do, pois, até o momento, ndo ha nenhuma terapia
efetiva contra as duas espécies de maior prevaléncia no Brasil (P. vivax e P.
falciparum). A expansao da resisténcia do Plasmodium aos antimalaricos e a
auséncia de uma vacina antimalarica, tornam o controle da doenca dependente,

guase exclusivamente, da quimioterapia e do controle de vetores (MELO, 2004).
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A multi-resisténcia de algumas cepas de P. falciparum torna-se importante
obstaculo as politicas de tratamento e controle da malaria, impondo a necessidade
de estudos continuos da suscetibilidade do Plasmodium as drogas antimaléricas,
como fonte de subsidios rapidos e regulares ao monitoramento da quimiorresisténcia

(MELO, 2004).

No Brasil, o tratamento das infeccbes pelo P. falciparum segue dois
esquemas terapéuticos, preconizado pelo Ministério da Saude/ FNS, sendo que a
primeira escolha emprega a quinina isolado (Tabela 1) ou associado a antibiéticos
(Doxiciclina e Primaquina), seguindo o esquema da Tabela Il, ja o de segunda

escolha utiliza a mefloquina em dose Unica (BRASIL/MS/FNS/CENEPI, 2001).

Tabela I: Esquema terapéutico utilizado no tratamento da Malaria causada

por Plasmodium falciparum com quinina em 7 dias.

DROGA E DOSE
GRUPOS ETARIOS
Quinina
Comprimidos 500mg e dose diéria — 8/8hs.

Menor de 6 meses Ya
6 a 11 meses Yo
1 a2 anos Ya
3 a6 anos 1

7 a 11 anos le'
12 a 14 anos 2
15 ou mais anos 3

Fonte: Adaptado de BRASIL/MS/FNS/CENEPI, 2001.
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Tabela Il: Esquema terapéutico utilizado no tratamento da Malaria causada por

Plasmodium falciparum com quinina e associacgoes.

DROGAS E DOSES

GRUPOS 1°, 2° e 3° Dias 4° e 5° Dias 6° Dia
ETARIOS Quinina Doxiciclina Doxiciclina Primaquina
comprimido | comprimido | comprimido | comprimido
(500mq) (100mg) (100mq) (15mg)
8 all anos le % 1 1 1
12 a 14 anos 2es le's le's 2
15 ou mais anos 4 2 2 3

Fonte: Adaptado de BRASIL/MS/FNS/CENEPI, 2001.

1.6 ASPECTOS FARMACOLOGICOS DA QUININA

A quinina é o principal alcal6ide extraido das cascas do caule, ramos e

raizes das arvores de diversas espécies de Cinchona. Pertencente a familia das

Rubiaceas, esta planta é conhecida vulgarmente como quina ou quineira, sendo

nativa de certas regides da América do Sul e também cultivada em varios paises do

Mundo. Dentre os alcaloides isolados da casca da Cinchona destacam-se dois pares

de diasteroisbmeros: a Quinina, Quinidina, a Cinchonina e a Cinchonidina

(FERREIRA, 1994).
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A denominacéo Cinchona foi escolhida por Lineu para designar as espécies
da arvore produtora da casca, cujas propriedades antimalaricas ja eram conhecidas
pelos povos Incas, que a denominaram de kinia, que significa “casca, cortica”. Os
padres jesuitas (1864) introduziram a Cinchona na Europa, onde passou a ser
designada como “casca dos jesuitas”. Somente em 1977, a droga foi incluida em
uma edicdo da London Pharmacopeia como “Cortex Peruanus” (WERNSDORFER,

1987).

Em 1820, os quimicos franceses Pierre Pelletier e Joseph Caventou
reconheceram suas propriedades basicas, apds terem isolado a quinina da casca da
Cinchona (WERNSDORFER, 1987). Nos anos 40 a quinina foi sintetizada pela

primeira vez em laboratério ( WENSDORFER & MCGREGOR, 1988).

A quinina é fortemente levdgira, possui féormula molecular CyH24N20,, €
peso molecular de 324,42. Apresenta-se sob a forma de p6 branco inodoro e de
sabor amargo, com ponto de fusdo entre 173 e 175°C, pka de 5,07 a 20°C e registro
CAS [130-95-0]. Encontra-se sob a forma de base livre ou formando diversos sais,
entre 0s quais destacam-se o0s sulfatos — (CzoH24N202)2. H,SO4.2H,0 com 82,6% de
base livre (MARTINDALE, 2002). E pouco solivel em agua e muito soltvel em
alcool, éter, cloroformio. Pode ser caracterizada mediante a reacdo com acido
sulfarico diluido, onde apresenta intensa fluorescéncia azul (FARMACOPEIA

PORTUGUESA, 2002; MERCK, 2005).

A quinina apresenta em sua estrutura quimica um anel quinolinico bi-

conjugado heterociclico ligado a um anel quinuclidinico alifatico bi-heterociclico
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ligado por um carbono alcodlico C9, o qual constitui um dos quatro centros quirais da

molécula, conforme Figura 7 (WARHURST et al., 2003).

R1:OH, R2:H

Figura 7: Estrutura quimica da Quinina.

Fonte: Adaptado de KARLE E KARLE, 2002.

1.6.1 Farmacocinética

As principais vias de administracdo da quinina sao a oral e a intravenosa,
sendo a gravidade do quadro clinico o fator determinante para a escolha da melhor

via (WHITE, 1987; SOWUNMI, 1996).

A absorcéo pela via oral, escolhida para pacientes com malaria ndo grave,
ocorre por difusdo simples, principalmente na porcao superior do intestino delgado,
com biodisponibilidade superior a 90%. As concentracdes plasmaticas maximas sao
alcancadas em torno de 4 horas, atingindo o equilibrio das concentracdes
terapéuticas em torno de 24 a 72 horas (SUPANARANOND, 1991;

WANWIMOLRUK, 1991; KRISHNA, 1996; SOWUNMI, 1996).
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Hall et al. (1985) demonstraram que a absor¢céo da quinina por via oral pode
sofrer interferéncia de varios fatores como: a formulacdo farmacéutica usada,
vomitos, presenca de helmintos, etc, refletindo nas flutuacbes da eficacia dos
esquemas terapéuticos implantados em certas populacdes, porém a

biodisponibilidade da droga permanece satisfatéria.

A biodisponibilidade da quinina apds administracdo via intramuscular e via
intravenosa € semelhante. Apds administracdo intravenosa, 0 quimioterapico
difunde-se para os 6rgdos de maior perfusdo, como o coragéo, pulmdes e cérebro

(WALLER, 1990; SCHAPIRA et al., 1993).

A quinina liga-se as proteinas plasmaticas em proporcfes variaveis, mais de
90% em pacientes com malaria grave, gravidas e criangas, aproximadamente 85 a
90% em pacientes com malaria nao complicada (WHITE, 1985) e em torno de 70 a

80% em individuos sadios (SUPANARANOND, 1991).

Esse quimioterapico liga-se tanto a albumina quanto a a1-glicoproteina
acida, pela qual apresenta maior afinidade. Na malaria por P. falciparum, as
concentragbes de a1l-glicoproteina &cida apresentam niveis aumentados,
relacionados com a severidade da infeccdo, permanecendo elevados até 3 meses

apos a recuperacao do paciente (SILAMUT et al., 1985, MANSOR et al., 1991).

O quimioterapico atravessa a barreira hematencefalica e a placentaria. E
secretado pelo leite materno e também pela saliva, sendo posteriormente

reabsorvido pelo trato gastrintestinal (SILAMUT et al., 1985).
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A quinina sofre biotransformacdo principalmente no figado, pelo sistema
citocromo P450, seus anéis quinolinico e quinuclidinico sofrem reacfes de
hidroxilagdo originando a 2-hidroxiquinina, 3-hidroxiquinina, 2-hidroxiquinolina, 3-
hidroxiquinolina, 6-hidroxiquinolina e 10-1lepdxido de quinina. O metabdlito 3-
hidroxiquinina é o principal produto de biotransformacédo (DESJARDINS et al., 1988).
Os seus metabolitos apresentam menor atividade antimalarica que o composto

original (WHITE, 1985).

A meia-vida da quinina em individuos adultos com malaria grave € de
aproximadamente 18 horas, em individuos com malaria ndo complicada esse tempo
reduz para 10 a 12 horas, e em individuos sadios é cerca de 16 horas

( SUPANARANOND, 1991)

A quinina é excretada principalmente pela urina, 10 a 20% na sua forma
inalterada e o restante como produto de biotransformacéo. Outras vias de interesse
sdo as fezes e a saliva. A eliminacdo é limitada pela ligacdo as proteinas

plasmaticas (WHITE, 1985; SOWUNMI, 1996).

1.6.2 Mecanismo de Acao

A quinina & um potente esquizonticida, tendo ac¢ao sobre todas as formas de

Plasmodium que parasitam o homem, porém ndo produz efeito sob a forma exo-

eritrocitica inicial do parasito (SUEBSAENG et al., 1986).
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Existem na literatura, diversas propostas a respeito do mecanismo de acao
antimalarica da quinina, as quais se fundamentam na capacidade do seu acumulo
nos vacuolos acidos digestivos ou lisossomos secundarios do parasita, locais onde
ocorre a degradacdo da hemoglobina, provocando a inibicdo da formacédo do
pigmento malarico, atuando principalmente no estagio assexuado intra-eritrocitico do

Plasmodium (STAMBUK et al, 1992; EGAN & MARQUES, 1999; WISER, 2005).

Estudos demonstraram que a quinina acarreta aumento do pH do vacuolo
digestivo, acarretando inibicdo das enzimas proteoliticas (plasmecinas) responsaveis
pela degradacdo da hemoglobina, privando o parasito dos nutrientes essenciais ao
seu desenvolvimento (KROGSTAD & SCHLESINGER, 1986; GINSBURG et al.,

1989; GOLDBERG et al., 1990).

Stambuk (1992) sugeriu que a inibicdo da enzima heme-polimerase,
responsavel pela polimerizagdo do heme em hemozoina, seja o principal efeito

resultante da presenca do quimioterapico no vacuolo digestivo.

Estudo realizado por Warhust (1981) observou que a quinina poderia
competir com proteinas enddégenas na ligacéo a ferriprotoporfirina 1X (Fe(lll)PPIX),
resultante da degradacdo da hemoglobina, levando a formacdo do complexo
quinina-ferriprotoporfirina 1X, o qual seria toxico ao parasita, provocando lise das

membranas e consequente morte do P. falciparum.
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1.6.3 Efeitos Adversos

O Cinchonismo constitui um quadro de reacfes adversas associado ao
uso da quinina tanto em doses terapéuticas quanto toxicas. O quadro é observado
no intervalo de concentracdes plasmaticas que varia de 3,5 a 10 ug/mL de quinina.
Ressalte-se que concentracbes plasmaticas semelhantes, sdo alcancadas com o0s
esquemas terapéuticos utilizados no tratamento da malaria falciparum ndo grave

(DESJARDINS et al.,1988).

Drewitt et al. (1993) observaram que a ingestdo diaria de 80 mg de
quinina, por individuos sadios, ndo acarreta nenhum efeito adverso, porém o
consumo de 120 mg por dia deste quimioterdpico € capaz de provocar alteracdes

oculomotoras.

As principais manifestagdes sao relacionadas a audigdo, a visdo, o trato
gastrintestinal, o urinario, o sistema nervoso, o cardiovascular e o hematoldgico

(DESJARDINS et al.,1988).

Karlsson et al. (1990) relataram que concentracdes plasméaticas de quinina
superiores a 6,4ug/mL séo capazes de provocar efeitos téxicos auditivos tais como
zumbido e surdez, devido a acdo direta do farmaco sobre as propriedades

micromecanicas das células ciliadas externas do ouvido interno.

Os efeitos toxicos visuais sado resultantes da acdo da quinina sobre as

células fotorreceptoras e ganglionares da retina. As manifestacbes aparecem cerca
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de 3 a 24 horas apo0s a ingestdo da droga, quando as concentracdes plasmaticas
alcancam niveis superiores a 10ug/mL. Geralmente séo reversiveis e apresentam as
seguintes caracteristicas: visdo turva, fotofobia, cegueira noturna, alteracdes na
percepcao das cores, reducdo do campo visual até cegueira total (BOLAND et al.,

1985).

Os sintomas gastrintestinais também sdo proeminentes no Cinchonismo,
caracterizados por nauseas, vomitos, dor abdominal e diarréia resultante da acéo
local da quinina. Alguns sinais e sintomas urinarios como dificuldades de miccéao,

albumindria, anudria e uremia também sao observadas (WHO, 1973).

Em grau mais grave de intoxicacdo sao observados alteracdes do sistema
nervoso central, particularmente cefaléia, excitacdo, confusdo mental e delirios. Os
efeitos toxicos cardiovasculares sdo considerados os mais serios, caracterizados por
hipotensédo ortostatica, taquicardia ventricular até o 6bito por parada cardiaca (WHO,

1973).

A quinina, mesmo em concentracdes plasmaticas terapéuticas, é capaz
de desencadear reacfes alérgicas, principalmente de natureza hematolégica como:
trombocitopenia, neutropenia, hemolise, coagulacdo intravascular disseminada, etc.
Outras reacfes também sdo observadas como hepatite granulomatosa, febre
hemoglobindrica, broncoespasmo e dermatite fotossensivel (BARR et al., 1990;

SPEARING et al, 1990).
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1.7 JUSTIFICATIVA

O aumento mundial da incidéncia da malaria e a possibilidade de
resisténcia das diversas espécies de Plasmodium, particularmente o P.falciparum,
aliados a reducao dos investimentos financeiros na sintese de novos quimioterapicos
e as dificuldades para producdo de vacinas eficazes, constituem um desafio a
terapéutica antimalarica. Uma grande parte da producao cientifica atual destina-se a
monitoracdo das concentracfes plasmaticas e séricas dos diversos antimalaricos
disponiveis atualmente, visando alcancar o efeito terapéutico em curto periodo de

tempo e evitar os riscos de toxicidade.

A quimioterapia devera permanecer, por muito tempo, como importante
instrumento no controle desta doenca, para isso € fundamental monitorar as
concentracbes séricas e eritrocitarias destes medicamentos em diversos grupos

populacionais com caracteristicas proprias de exposicao.

1. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar as concentracdes séricas e eritrocitarias de quinina em

pacientes com maléria falciparum ndo complicada.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Correlacionar e comparar 0s niveis seéricos e eritrocitarios de quinina em

individuos adultos com malaria falciparum;

= Correlacionar e comparar 0s niveis séricos e eritrocitarios de quinina em

criangcas com malaria falciparum;

= Comparar os coeficientes de correlagdo entre as concentracdes séricas e

eritrocitarias nos grupos estudados.

2. METODOLOGIA

3.1 AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado no municipio de Cachoeira do Piria, com area
territorial de 2.418,28 Km?, localizado ao nordeste do Estado do Para, micro-regio
Guama, com populacéo total de 18.353 habitantes. O Municipio possui 2 Centros de
Saude e conta com o apoio da equipe da 42 Regional de Protecdo Social no

combate a malaria.
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3.2 CASUISTICA

Para a realizacdo deste estudo foram selecionados 18 individuos de
ambos os sexos, com idade entre 05 a 63 anos, residentes e domiciliados no
municipio de Cachoeira do Piria e seus arredores, com exame de gota espessa
positivo para pesquisa de P. falciparum, nos quais ainda ndo havia sido instituida a
terapéutica. As amostras foram coletadas durante atendimento ambulatorial, com

acompanhamento da equipe da 42 Regional de Protecéo Social.

3.3 FATORES DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo os pacientes com doenca crbnica ou
infecciosa concomitante, com malaria mista ou grave, aqueles que apresentaram
ocorréncia de reacdes adversas aos medicamentos do esquema terapéutico,
gestante e os pacientes que discordaram em participar do estudo e ndo assinaram o

termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO A).

3.4 ESQUEMA TERAPEUTICO

O esquema terapéutico utilizado foi o preconizado pela Fundacao Nacional
de Saude para o tratamento da malaria por P. falciparum néo grave, que consiste da
administracdo de: 30mg/Kg/dia de sulfato de quinina, durante 3 dias, associado a
uma dose diaria de 3,3mg/Kg de doxiciclina, divididas em 2 doses a cada 12 horas,

mais 0,75mg/Kg de peso de primaquina administrada em dose Unica no 6° dia do
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tratamento para individuos maiores de 8 anos (Tabela Il). Para menores de 8 anos e

maiores de 6 meses foi utilizado o esquema descrito na Tabela I.

3.5 AMOSTRAS

Foram coletados 4mL de sangue venoso, em tubo de vidro, de cada
paciente participante do estudo. As amostras foram coletadas no terceiro dia (D3) do
tratamento, isto é, apdés o estabelecimento do estado de equilibrio entre a fracéo
absorvida e a excretada, sendo obtida cerca de 2 horas apds ingestdo do
guimioterapico. Para a separacao do soro e do concentrado de eritrocitos submeteu-
se a amostra a centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos. As amostras foram
mantidas sob refrigeracdo e posteriormente transferidas para Belém, sendo
analisadas no Laboratorio de Toxicologia da Universidade Federal do Para — UFPA.

O tempo decorrido entre a coleta das amostras e a analise foi inferior a 15 dias.

O método descrito por Dua (1993) modificado por Vieira (1998) foi utilizado
para a determinacdo do quimioterapico, empregando-se a técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE ou HPLC) em fase reversa, que consiste na
separacdo de uma mistura, distribuida em duas fases, na qual uma permanece
estacionaria enquanto a outra se move através dela. Os componentes da amostra
sao retidos na fase estacionaria ou entdo arrastados pela fase mével, conforme a

afinidade por uma das fases (COLLINS et al., 1995).
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3.6 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

3.6.1 Aparelhos e Equipamentos

= Cromatégrafo VARIAN® para CLAE composto de médulo de bombeamento
isocratico ProStar 300, injetor manual Reodyne com loop de 20uL, detector
duplo canal Ultravioleta e Visivel ProStar 220 com monitoramento e aquisicao
de dados simultaneamente em software Star Cromatography Workstation®
para processamento de dados, desenvolvimento de métodos, gerenciamento

e controle cromatograficos.
» Coluna: Symmetricshield — VARIAN®, RP 18 com um e 250 x 4,6 mm.
= Ultra-som: Q-335D - Quimis®
= Centrifuga: 2K15 — Sigma Laborzentrifugen®
= Vortex : Q- 220B1 - Quimis®
= Peagéametro digital: PHS-EB - Phtek®
» Balancga digital VL-1mg - Acculab®
» Pipetas automaticas: 200, 1000 e 2000 pL (Socorex®)

= Reagentes: Acetonitrila (Vetec®), Acido fosférico (Merck®), Diclorometano
(Vetec®), Hidroxido de soédio (Vetec®), Quinina (Sigma®), Quinidina

(Sigma®) Trietilamina (Merck ®).

= Vidrarias comuns de laboratorio.
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3.6.2 Condi¢cbes Cromatograficas

v' Fase Movel: Acetonitrila a 14%(Vetec®) em Trietilamina 0,01M (Merck ®)
com pH ajustado a 2,6 com acido fosforico a 50% (Merck®)

filtrada e desgaseificada por ultra-som por 10 minutos.
v' Padrbes de Referéncia: Quinina e Quinidina (Sigma®)
v" Fluxo: 1,2 mL/min
v Comprimento de Onda (A): 250 nm

v Tempo do Cromatograma: 13 minutos

3.6.3 Extracdo de Quinina do Soro

Para a extracdo de quinina do soro, foram utilizados tubos do tipo
eppendorff® contendo 300 uL de soro, 40 puL de solucdo de Quinidina e 40uL de
solucéo de Hidréxido de sédio 0,1M. A mistura foi submetida a agitacdo em vortex
por 30 segundos, posteriormente foi acrescentado 1,5 mL de Diclorometano,
seguindo-se uma nova agitacdo em vortex com duracdo de 30 segundos. A mistura
foi centrifugada a 3000 rpm, por 10 minutos a 10°C. Retirou-se a camada organica e
posteriormente submeteu-a a evaporacdo a temperatura ambiente até residuo. O
residuo foi reconstituido com 100pL de Fase Movel e submetido a agitacdo em

vortex por 10 segundos. Por fim, carregou-se com 50uL da amostra o cromatégrafo.
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3.6.4 Curva de Calibracdo da Quinina

Para a elaboracdo da curva de calibracdo foi utilizado soro branco de
referéncia, obtido a partir de diversas amostras oriundas do Laboratério de Analises
Clinicas do Departamento de Farmacia da Universidade Federal do Para, coletadas

de pacientes que relataram néo estar fazendo uso de qualquer medicamento.

A curva de calibracdo de quinina foi elaborada a partir da diluicdo da
solucdo padrédo de quinina (135 pL/100mL), em concentracdes de 0,336; 0,672;
1,008; 1,68; 3,37uL/mL, submetidas a determinacdo do antimalarico conforme
procedimento descrito em 3.6.3 e Figura 9. Posteriormente foi efetuada a anélise de

regressao linear para obtencéo da equacéo da reta e do coeficiente de correlacao.

3.6.5 Extracdo de Quinina do Concentrado de Eritrécitos

Para extracdo de quinina do concentrado de eritrécitos, foram utilizados
tubos do tipo eppendorff® contendo 300 puL do concentrado hemolisado com Triton,
40 pL de solucédo de Quinidina e 40uL de solucdo de Hidréxido de sédio 0,1M. A
mistura foi submetida a agitacdo em vortex por 30 segundos, posteriormente foi
acrescentado 1,5 mL de Diclorometano, seguindo-se uma nova agitacdo em vortex
com duracao de 30 segundos. A mistura foi centrifugada a 3000 rpm, por 10 minutos
a 10°C. Retirou-se a camada organica e posteriormente submeteu-a a evaporacao a
temperatura ambiente até residuo. O residuo foi reconstituido com 100pL de Fase
Moével e submetido a agitacdo em vortex por 10 segundos. Por fim, carregou-se com

50pL da amostra o cromatografo (FIGURA 8).
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3.6.6 Determinacdo da Concentracdo de Quinina

A concentracdo do antimalarico foi determinada a partir da relacéo entre a
area da amostra e a area do padrao interno. Os valores obtidos foram plotados na

equacéao da curva de calibracédo e a concentracdo do quimioterapico foi obtida.

3.7 AVALIACAO ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Considerando-se que as concentracdes séricas de quinina possuem
distribuicdo normal na populacdo, foi empregado para comparacdo dos teores
médios de quinina, o Test t de Student e para o estabelecimento da correlacao entre
as concentracdes séricas e eritrocitarias do quimioterapico, foi utilizado o coeficiente
de correlacdo de Pearson (r), utilizando os programa BioEstat 4.0 (AYRES et al.

2005). O nivel de significancia aceito foi de 5%.

3. PARECER DO COMITE DE ETICA

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Nucleo de
Medicina Tropical da Universidade Federal do Pard (ANEXO A). Os voluntarios
participantes do ensaio foram informados na integra sobre os objetivos do ensaio,
suas precaucodes, riscos e beneficios e apos aceitacdo, assinaram 0 consentimento
informado para doacé&o do material biolégico (ANEXO B). No caso da participacao

das criangas, o termo foi assinado pelos seus responsaveis.
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Figura 8: Esquema do Procedimento de Extracdo de Quinina das Amostras.
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5. RESULTADOS

5.1. RESULTADOS DA VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

5.1.1 Curva de calibracdo da quinina

A curva de calibracao foi obtida a partir da adicdo de quinina (135 pg/mL)

em soro branco e elaborada a partir de diluicdes com concentracdes finais de 3,37,

1,68; 1,008; 0,672; 0,336 pg/mL. Os tempos de retencdo da quinidina (padréo

interno) e da quinina foram 8,3 e 9,0 minutos respectivamente e o tempo final do

cromatograma foi de 13 minutos.

TABELA lll: Relagéo entre areas de quinina e quinidina

Concentracao de Relacao entre areas
Quinina ( ng/mL) n Quinina/Quinidina
(x) ()

3,37 3 7,5413

1,68 3 4,3357

1,008 3 1,7578

0,672 3 1,0095

0,336 3 0,4482

n: Nimero de determinag®es realizadas
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A Tabela Ill e a Figura 9 apresentam as diversas concentracfes de
quinina, indicando que a correlacdo entre a razdo da area de cada pico de quinina e
de quinidina (y) e as respectivas concentracées de quinina (x) foi linear no intervalo

estudado de 0,336ug/mL a 3,37ug/mL.

A regressao linear da quinina a partir da equacao da reta y= -0,4007x +
2,4195 foi plotada usando-se a razdo de area de cada pico (y) versus as respectivas
concentracfes de quinina (x), conforme Figura 10, apresentou coeficiente de

correlacéo (r) igual a 0,99009.

Curva de Calibracao

Relacao =
de Area 7

0 I I I
0 1 2 3 4

Concentracao de Quinina

FIGURA 9: Representacao grafica da curva de calibracdo da quinina.
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5.2 RESULTADOS DA DETERMINACAO DE QUININA NAS DIVERSAS

AMOSTRAS ANALISADAS.

5.2.1 Nas Amostras das Criancas

Os resultados da determinacdo de quinina em 05 amostras de soro de
criangcas com malaria por P. falciparum ndo grave, obtidos conforme 3.5 e
analisados segundo 3.6.3, apresentaram valores de 0,219 pg/mL a 1,595 pg/mL,

com concentracao meédia de 0,723 + 0,6.

Por outro lado, nas 03 amostras do concentrado de eritrécitos os valores
variaram de 0,189 pg/mL a 0,948 pug/mL, com concentracdo média de 0,537 + 0,88
pug/mL. Os valores individuais, juntamente com a média, desvio padrédo, intervalo de
concentracdo e relacao entre as concentracdes séricas e eritrocitarias encontram-se

descritos na Tabela V.

Nas amostras 1 e 3 do concentrado de eritrocitos, os teores de quinina

ficaram abaixo do limite de quantificacdo do procedimento analitico padronizado.

O emprego de teste estatistico paramétrico bilateral para comparacao dos
teores meédios de quinina no soro e no concentrado de eritrocitos, ndo apresentou

diferenca estatistica significativa (T= 0, 4658, p= 0,6578).
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Tabela IV: Resultados da determinagao de quinina (ug/mL), nas amostras de soro e

concentrado eritrocitos de criangcas com malaria falciparum ndo complicada.

Idade Concentracédo de Concentracéo de Relacao das
Amostra Quininaem pg/mL  Quininaem pg/mL  Concentracfes
(Anos) L A
(soro) (eritrécitos) (soro:eritrécito)
01 05 0,438 ND ND
06 08 0,219 0,189 1.15
09 08 0,234 ND ND
13 13 1,595 0,474 3.34
15 10 1,129 0,948 1.19
Média / Desvio 8,812,9 0,723+0,6 0,537+ 0,88 1,89+ 1,25
Padréo
Minino 05 0,219 0,189 1,15
Méaximo 13 1,595 0,948 3,34

ND= N&o determinado.

A correlagdo entre os teores de quinina no soro e nos eritrocitos
apresentou coeficiente de Pearson (r) igual a 0,5354. A regressao linear apresentou
equacao da reta igual a Y= 0,4562 + 0,9773X, com coeficiente de determinagéo (R2)
de 28,67%. Na Figura 10 observa-se a correlacdo entre as concentracdes sérica e

eritrocitaria do quimioterapico em criancas.
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Correlacao entre as Concentracdes séricas e
eritrocitarias de quinina em crianc¢a
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Figura 10: Correlacé@o entre as concentracdes séricas e eritrocitarias

de quinina em criancas com malaria falciparum ndo complicada.

5.2.1 Nas Amostras dos Individuos Adultos

Os resultados da determinacdo das concentragcdes de quinina em 13
amostras de soro de individuos adultos com malaria falciparum néao grave, obtidos
conforme 3.6 e analisados segundo 3.6.3 apresentaram valores de 0,219 a 1,595

pg/mL, com concentracdo média de 0,723 + 0,6.

Enquanto nos eritrocitos os valores variaram de 0,189 a 0,948 ug/mL,
com concentracdo meédia de 0,537 + 0,88 pg/mL. Os valores individuais, juntamente
com a média, desvio padrdo, intervalo de concentracdo e relacdo entre as

concentracdes séricas e eritrocitarias encontram-se descritos na Tabela V.
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Tabela V: Resultados da determinagéo de quinina (ug/mL) em amostras de soro e

eritrocitos de individuos adultos com malaria falciparum ndo complicada.

Idade anpentragéo de anpentra(;éo de Relacéo da}s
Amostra (Anos) Quinina em pg/mL Qumma em pMg/mL Conc.en.tra,go.es
(soro) (eritrécitos) (soro:eritrécito)
02 38 0,254 0,219 1.15
03 57 0,278 ND ND
04 60 0,252 ND ND
05 29 0,949 0,511 1.85
07 38 0,174 0,190 0,91
08 63 0,747 0,213 3.5
10 19 2,325 1,291 1.8
11 21 0,935 0,262 3.56
12 42 3,305 1,562 211
14 25 0,319 0,248 1.28
16 24 1,675 0,718 2.33
17 22 2,796 0,668 4.18
18 20 2,568 1,094 2.34
Média/ Desvio  35,2+2,9 1,27 +1,12 0,63+0,48 2,27 + 1,06
Padréo
Minino 19 0,174 0,19 0,91

Maximo 63 3,3 1,56 4,18

ND= N&o determinado.
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O emprego de teste estatistico paramétrico bilateral para comparacdo dos
teores médios de quinina no soro e no concentrado de eritrécitos dos individuos
adultos com malaria falciparum, ndo apresentou diferenca estatistica significativa

(T=1,8649, p= 0,08).

A correlacédo entre os teores de quinina no soro e nos eritrocitos apresentou
coeficiente de Pearson (r) igual a 0,8558. A regressdao linear apresentou equacao da
reta igual a Y= 0,11 + 2,1484X, com coeficiente de determinacdo (R2) de 73,24%.
Na Figura 11 observa-se a correlacdo entre as concentracfes sérica e eritrocitaria

de quinina em individuos adultos.

Correlacao entre as concentracdes séricas e
eritrocitarias de quinina em adultos
3.0 -
o ¥ i
£ v
— 251 -~
9SS o ¥
L ﬁf—-. -
o O Jd 2.0+ -~
ETE o
T .25 v
S8 3= 15T 7
oG -
L&yt o
= 1.0+ y - ¥
@ v .
-~
0.5+ P -
. L
= v
o.o | | |
0.0 0.5 1.0 1.5
Concentracao sérica de quinina
{ug/mL)

Figura 11: Correlagdo entre as concentragdes sérica e eritrocitaria de

guinina em individuos adultos com malaria falciparum ndo complicada.

N&do se observou diferenca estatistica significativa na comparacdo das

correlagdes medias de quinina nos individuos adultos e nas criangas (p=1,23).
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6. DISCUSSAO

A determinacdo das concentracfes dos antimalaricos em diferentes
fluidos corporais é importante para propor modificacdes nos esquemas terapéuticos
utilizados, na investigagdo das reacOes adversas dose-dependente e suas
consequéncias na aderéncia do paciente a terapia e, fundamentalmente, para

caracterizacao dos casos de resisténcia (DUA et al, 1993).

Portanto, a interpretacao das falhas terapéuticas no tratamento da malaria
falciparum requer o conhecimento das concentracdes seéricas ou eritrocitarias dos
farmacos, uma vez que fatores comportamentais, farmacotécnicos e
farmacocinéticos alteram a probabilidade do plasmédio ser exposto a concentracdes

subterapéuticas do antimalérico, colaborando assim para resisténcia (WHITE, 2004).

Corroborando tais assertivas em um estudo realizado em um hospital de
Nice na Franga demonstrou que entre abril de 1996 a dezembro de 2000, foram
hospitalizados 95 pacientes com malaria falciparum, grave e ndo complicada.
Destes, 82% receberam tratamento adequado, o restante apresentou sérias reacdes
adversas ao esquema proposto ou as doses foram ineficazes (DELLAMONICA et

al., 2002).

No Brasil, o Ministério da Saude preconiza o esquema de quinina em trés
dias consecutivos associada a doxiciclina por cinco dias (1° ao 5° dia) e a

primaquina (gametocida) em dose Unica no sexto dia do tratamento para 0S casos
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de malaria por P. falciparum nao-complicada, tanto pela eficacia do tratamento

guanto pela boa tolerabilidade (BRASIL/MS/FNS/CENEPI, 2001).

Neste sentido este trabalho propbe a determinacdo das concentracfes
séricas e eritrocitarias de quinina em pacientes, criancas e adultos, com malaria

falciparum, residentes na cidade de Cachoeira do Piria no estado do Para.

Evidéncias sugerem que a transmissdo da doenca nesta localidade é
associada ao ambiente ocupacional, uma vez que a maioria dos casos registrados
na cidade foi de individuos do sexo masculino na idade produtiva. Tal fato pode ser
perfeitamente evidenciado na idade média dos adultos participantes do estudo,
apresentada na Tabela V, sendo considerado rotineiro na regido Amazoénica, pois o
grupo de risco € constituido por agricultores, garimpeiros e construtores de estradas
(NORONHA et al, 2000), justificando, assim, o reduzido niumero de amostras de

criangas neste estudo.

Some-se a possibilidade dos pacientes deste estudo, terem se infectado
pela mesma cepa de P. falciparum, uma vez que residiam préoximo, e apresentaram

a doenga no mesmo periodo.

A utilizacdo de técnicas cromatograficas na determinacdo das
concentragbes de farmacos em fluidos biolégicos é recomendada nos principais
tratados de monitorizacdo terapéutica, sendo o procedimento adotado em todas as

comunicagdes cientificas nos ultimos vinte anos, pela sua sensibilidade,
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especificidade, precisdo, limite de quantificacdo adequado aos objetivos propostos,

recuperacao e robustez.

A utilizacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia na determinacéo de
quinina em fluidos biolégicos possui como grande vantagem a possibilidade de
separacao do seu principal produto de biotransformacao, a 3-hidroxiquinina, o que
era inviavel nos métodos colorimétricos anteriormente disponiveis. Some-se a
possibilidade de utilizacdo de detector ultravioleta universal, de baixo custo e a
sensibilidade no intervalo de concentracdes plasmaticas obtidas, geralmente, com
0s esquemas terapéuticos utilizados na determinacdo deste antimalérico, isto é de

0,3 pg/mL a 10,0 pg/mL.

Os dados da curva de calibracdo obtida conforme 3.6.4 representada na
Tabela Ill e na Figura 9 indicam que a correlacdo entre as concentracdes de quinina
e as respectivas relacdes das areas do quimioterapico e do padrdo interno foi linear

no intervalo de concentra¢gdes analisadas (0,336ug/mL a 3,37ug/mL).

O procedimento para a extracao de quinina do soro e do concentrado de
eritrocitos, empregando-se diclorometano em meio alcalino, foi considerado simples,
de rapida execucdo, apresentando baixo custo operacional e resultados

satisfatorios, sendo perfeitamente reproduzido em laboratorio especializado.

Os resultados da determinacdo de quinina nas amostras de soro dos
individuos adultos com malaria falciparum constantes na Tabela V, apresentaram

valores médios de 1,27+1,12ug/mL.
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Alguns estudos envolvendo pacientes com malaria falciparum né&o
complicada, apresentaram teores meédios de quinina no plasma de 3,6pg/mL, apés
trés dias de tratamento com doses de 10mg/Kg (SOWUNMI, 1996), 4,5 + 1,1 pug/mL,
apos a administracdo de 10mg/Kg, 3 vezes ao dia durante sete dias (WALKER et al
1998) e 4,82 + 0,48 pg/mL, apdés 30mg/ Kg, de 8 em 8 horas, por 7 dias. Ja em
voluntarios sadio, apés a administracdo de 600mg, pela via intravenosa, 3 vezes ao

dia as concentrac6es médias de quinina foram de 2,0 £ 0,5ug/mL.

Percebe-se que as concentracdes obtidas neste estudo se assemelham
aguelas dos voluntarios sadios, tal fato pode ser creditado aos seguintes fatores: as
concentracfes séricas de quinina correspondem a cerca de 80% das plasmaticas
(DUA et al., 1993), as amostras deste estudo foram coletadas no terceiro dia ap6s a
instituicdo da terapia, isto é, quando o estado de equilibrio ja tinha sido alcancado e

a parasitemia clareado (DUA et al., 1993) e por fim as variacdes raciais.

Ressalta-se que as concentracdes terapéuticas efetivas de quinina
permanecem incertas, uma vez que os valores medidos em diversos laboratérios
variam consideravelmente, o que pode ser creditado tanto aos diferentes esquemas
adotados nas diversas é&reas endémicas, quanto as particularidades

farmacocinéticas do medicamento.

Portanto, a gravidade da doenca interfere significativamente nos
parametros cinéticos da quinina, como volume de distribuicdo, ligacdo as proteinas
plasmaticas e clearence total, os quais associados a presenca dos parasitas,

acarretam flutuacbes nas concentracdes terapéuticas do farmaco no decorrer do
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tratamento, inclusive apos o estabelecimento do estado de equilibrio, caracterizando
assim, a necessidade da monitoracéo terapéutica do farmaco (LOOAREESUWAN et

al, 1990).

Corroborando estas assertivas, estudo realizado por White et al.(1991),
demonstraram em pacientes adultos tailandeses com malaria falciparum né&o
complicada que as elevadas concentracfes sanguineas de quinina durante a fase
aguda da doenca sao relacionadas ao aumento da ligacdo as proteinas plasmaéticas,

a reducédo do volume aparente de distribuicdo e a reducéo do clearence sistémico.

No que se refere a ligacdo as proteinas plasmaticas estudo realizado por
Wanwimolruk & Denton (1992) demonstrou que a quinina liga-se preferencialmente
a a-1 glicoproteina acida e a albumina, apesar de outras proteinas, como as
lipoproteinas possam estar envolvidas neste processo. Os mesmos autores
identificaram variacfes raciais importantes neste parametro, através da
demonstracdo de que a fracéo livre de quinina € menor em voluntérios saudaveis
caucasianos, quando comparados com os tailandeses. Bem como, no caso da
comparacao destas racas em individuos com malaria falciparum ndo complicada, a
ligacdo €é maior nos caucasianos, justificado pela maior concentracédo de a-1

glicoproteina acida nesta raca.

Os teores eritrocitarios meéedios de quinina nos adultos com maléaria
falciparum ndo complicada foram 0,63+0,48ug/mL, e a relacdo média destes com os

séricos foi 2,27 + 1,06. Tais dados corroboram com estudos realizados por Dua et al.
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(1993), os quais demonstraram que com o decorrer do tratamento as concentracées

eritrocitarias de quinina tendem a reduzir.

Resultados semelhantes foram obtidos por Silamut et al. (1983), ao
comparar os teores de quinina em pacientes com malaria falciparum cerebral e de
casos ndo complicados, no decorrer da fase aguda e cerca de 1 més apos a cura.
Os achados demonstraram que a meia vida de eliminacdo da quinina dos eritrécitos
€ significativamente menor que a correspondente meia vida plasmatica na malaria
cerebral, tanto na fase aguda quanto na convalescenca, esta Ultima dos dois grupos.
E a correlacéo eritrocito: plasma diminui progressivamente do segundo para 0 sexto

dia de tratamento.

Tal fato pode ser creditado ao fato que o0s quinolinometandis mais
lipofilicos, como a mefloquina e a quinina ndo séo extensivamente concentrados no
vacuolo digestivo do parasito, como ocorre com a cloroquina, um farmaco dibasico,
que se difunde a favor de um gradiente de concentragcdo chegando a se acumular
cerca de 1000 vezes no vacuolo acido dos parasitas. Especula-se que a quinina, a
semelhanca da mefloquina se liga as lipoproteinas de alta densidade, sendo
posteriormente transferida para o parasita intracelular pela mesma via de entrada de

fosfolipideos enddégenos (FOLEY & TILLEY, 1997).

Neste sentido sabe-se que a acdo antimalarica dos compostos contendo
grupamentos quinolinas depende de varios processos relacionados a membrana do
eritrocito, dentre os quais sua composicdo lipidica, pois estudos in vitro com

eritrocitos néo infectados demonstraram que estes funcionam como importante fonte
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de lipidios para as células infectadas, sugerindo uma troca deste componente entre
estas células. Bem como uma relacédo inversa entre o conteudo de fosfolipideos
acidicos e colesterol foi evidenciada. E a resisténcia a cloroquina ou quinina foi
diretamente relacionada ao conteudo de fosfolipideos acidicos da membrana,
enquanto que a mefloguina, outro antimaléarico utilizado no tratamento da malaria
falciparum, apresenta uma relacdo inversa. Portanto, a modificacdo na composicéo
fosfolipidica da membrana eritrocitaria, poderia ser um dos responsaveis pela
flutuacdo da relacdo plasma ou soro e hemacias no decorrer do tratamento

(SHALMIEV & GINSBURG, 1993).

As maiores contribuicdes para o conhecimento da infeccdo malarica em
criancas referem-se aos trabalhos realizados em areas de transmissao intensa do P.
falciparum, como algumas regides da Africa, onde a maioria das criancas é infectada
no primeiro ano de vida e considerada importante causa da mortalidade infantil
(GREENWOOD et al., 1991). Contudo, pouco € conhecido sobre a farmacocinética e
efeitos adversos da quinina neste grupo, particularmente naqueles com malaria
falciparum complicada, embora este represente uma porcentagem substancial dos

casos de malaria destas regides.

Some-se a desnutricdo, comum nestes paises e que segundo estudo
realizado por Verdier et al. (1999), juntamente com a malaria cerebral acarretam
modificagcdes significativas na farmacocinética da quinina. Os mesmos autores
demonstram que a desnutricdo moderada néo teria um efeito tdo significativo e ndo

potenciaria os efeitos da malaria cerebral sobre os parametros cinéticos da quinina.
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Os resultados da determinacdo das concentracfes séricas de quinina em
criancas com maléria falciparum ndo complicada apresentaram valores médios de
0,723 £ 0,6pg/mL. Os dados obtidos neste estudo séo representativos do esquema
terapéutico adotado no Brasil para o tratamento da malaria falciparum néo grave em
criancas. Outros trabalhos na literatura pertinente referem-se a determinacdo do
farmaco em criancas com maléria falciparum grave, empregando-se vias parenterais

de administracao.

White et al. (1990) demonstraram em 21 criangas africanas com maléria
falciparum severa que ap6s a administracdo do regime terapéutico padrao, isto €, 20
mg/Kg, seguido por 10mg/Kg de 12 em 12 horas, de hidrocloreto de quinina, as

concentracfes plasmaticas de pico sédo 15,6 + 4,5 ug/mL.

Estudo realizado por Kager et al. (1996), demonstrou que os niveis de a-1
glicoproteina acida nado difere entre criancas em tenra idade e as mais idosas,
sugerindo que as primeiras sdo mais suscetiveis aos efeitos adversos do
quimioterapico, indicando a necessidade de avalia¢cdes posteriores para avaliacdo

dos esquemas terapéuticos atualmente utilizados.

Edstein et al. (1985), demonstraram que as concentracdes séricas de
quinina devem ser monitoradas em criancas pela grande variabilidade individual,
comprovando também a biodisponibilidade semelhante entre as vias intranasal e
intramuscular para administracdo do farmaco. O mesmo autor em outro estudo
(EDSTEIN et al., 1983) sugeriu que nos casos de maléria complicada em criancas

prefere-se a via intramuscular, pois o farmaco é rapidamente absorvido, com niveis
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séricos significativamente superiores, quando comparados a via oral, bem como €&

pouco dolorido e sem relatos de necrose muscular.

Merece destague no tratamento da malaria falciparum ndo complicada em
criancas a falta de adesao terapéutica nesta faixa etaria, uma vez que esta € melhor
nos primeiros dias de terapia, recomenda-se o uso de formas farmacéuticas

alternativas, como supositérios e xaropes (VERDIER et al., 1996).

O resultado da determinacdo de quinina nos eritrécitos das criancas
apresentou valor médio de 0,537 + 0,38ug/mL, e a média da relacdo soro: eritrocitos

foi 1,89 = 1,25 pg/mL., conforme dados apresentados na Tabela IV.

Os resultados da determinacdo de quinina em eritrocitos e a relacao entre
as concentracdes séricas e eritrocitarias de criancas deste estudo sdo corroborados
por Pojjaroen-Anant et al. (1991), os quais demonstraram que tal relacdo declina
rapidamente e as evidéncias sugerem que as concentracdes eritrocitarias da droga
estdo mais intimamente relacionadas com a melhora do paciente que apenas as

séricas ou plasmaéticas.
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7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que:

= A concentracdo média de quinina no soro de criangcas com malaria
falciparum néo complicada foi de 0,723 £ 0,6 pg/mL., e a eritrocitaria de 0,537 + 0,38
pg/mL.

= A concentracdo média de quinina no soro de individuos adultos com
maléria falciparum néo complicada foi de 1,27 + 1,12 pg/mL., e a eritrocitaria de 0,63

+ 0,48 pug/mL.

= A relacdo entre as concentracdes sérica e eritrocitaria de quinina de

criancas com malaria falciparum ndo complicada foi de 1,89 + 1,25.

= A relacdo entre as concentracdes sérica e eritrocitaria de quinina no

soro de adultos com maléria falciparum ndo complicada foi de 2,27 + 1,06.

= A concentracdo média de quinina no soro de criancas com maléaria
falciparum ndo complicada foi de 0,723 £+ 0,6 pg/mL., e a eritrocitaria de 0,537 + 0,38

png/mL.

= A auséncia de diferenca estatistica significativa entre as médias da
relacdo das concentracdes de quinina no soro e eritrocitos dos individuos adultos e
das criancas, justifica-se pelo fato das alteragbes observadas na cinética da quinina

serem semelhantes em ambos 0s grupos etarios.
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ANEXOS




ANEXO A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: CORRELACAO ENTRE AS CONCENTRACOES SERICAS E
ERITROCITARIAS DE QUININA NO ESTADO DE EQUILIBRIO EM PACIENTES
COM MALARIA POR PLASMODIUM FALCIPARUM NAO COMPLICADA

A pesquisa da qual vocé participara tem o objetivo de encontrar que quantidade de quinina
tem no sangue de pacientes com maléria falciparum e suas implicagfes na melhora do paciente. Este
estudo permitird melhor compreensdo da doenca que vocé apresenta. Além disso, os resultados desta
pesquisa poderdo ser utilizados para contribuir, se necessario, sobre a necessidade do ajuste de doses
no tratamento dessa doenca, ou seja, se é preciso aumentar, diminuir ou continuar tomando a mesma
quantidade de quinina.

Serdo coletados 4 mL de sangue da veia do braco no terceiro dia de seu tratamento. Todo

o material utilizado na coleta é descartavel. E os resultados obtidos serdo armazenados em um banco
de dados. Durante este procedimento vocé ndo sera submetido a nenhum risco. Sua participacdo neste
estudo seré sigilosa e, portanto, seu nome ndo sera utilizado em nenhuma etapa desta pesquisa. Vocé
podera desistir de participar a qualquer momento, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento. Além disso, vocé sera esclarecido sobre qualquer divida acerca dos procedimentos, riscos,
beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa e o tratamento da sua doenga. Se desejar
obter mais informag6es ou esclarecer qualquer duvida sobre a sua participacdo, pode entrar em contato
com o professor Dr. José Luiz Fernandes Vieira, no Laboratério de Toxicologia do Nucleo de
Medicina Tropical - UFPA.

ERIKA RODRIGUES GUIMARAES /CRF; 2296
Av. Generalissimo Deodoro, 92 FONE: 3241-9864

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informacBes acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente
esclarecido sobre o contedo da mesma, assim como seus riscos e beneficios. Declaro ainda por livre
vontade, aceito participar cooperando com a coleta de material para exame.
NOME:
DATA:

ASSINATURA



ANEXO B

FICHA EPIDEMIOLOGICA

NO da @mMOSHIa:........cvveeieeeiiiiieee e Data:.....cccoeriiiiiiiiiee e
N0 1 4T PP
Sexo:( )F ( )M ldade........cccccouunnnnnnn Local de NasC:...........ceeeeeeeeeennnne.
L0 =T =Y oo PPN
Quanto tempo Mora NEStE ENAEIECO?.........euuriieieee e e e
Deslocou-se NOS UItIMOS 30 diBS?........uviiieiiiiiiiiiee e
Usa alguma protecéo individual? () Sim ( ) Nao

SE SIM, QUAIT? .. ———————

Doencas tropicais:

( ) Malaria ( ) Leishmaniose ( ) Doencade Chagas ( ) Toxoplasmose

Quantasvezes? ( )1 ( )2 ( )3 ( )maisde 4

Ultima malaria:........ccccceeeeeiiieeeieeieieeeeeeeiies TIPO: e
Medicamento(s) usado(s) na Ultima malaria: ............ccceeeeiiiiiiieeeeiieieeeeeee
Esta tomando MediCamMENTO? ..........uuuiiiiiiieieie et e
HIStOria CliNICA AtUAL.........ccoeiiiiieii e

Data da coleta (D3): ........... [oveiiiin. [oviiiiiiiinn,



