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RESUMO

A primaquina ¢ o Unico fAirmaco que promove a cura radical da doen¢a causada por P.
vivax e possivelmente também por P. ovale, porém possui diversos problemas em se utilizar a
primaquina durante a gravidez, pois é um fairmaco capaz de penetrar a placenta, e por nio se
conhecer o estado de enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6DP) do feto, a
metabolizagdo do farmaco no feto pode ser deficitaria. No entanto ndo tem se pesquisado que
problemas essa terapia pode causar a uma gravidez e a prole, o ineditismo do trabalho
contribui para o campo de estudo por elucidar os desafios que tal terapia enfrentaria. Nesse
estudo foi visto que a primaquina ndo ¢ capaz de ser transmitida para a prole através da
amamentacdo, ¢ que nao afetou os parametros de desenvolvimento e crescimento dos jovens
expostos intra-utero ao farmaco, mas teve efeito na sobrevida dos filhotes e no
comportamento no teste de campo aberto (open-field).

Palavras-chave: Primaquina. Desenvolvimento. Intra-utero. Campo aberto.



ABSTRACT

Primaquine is the only drug that promotes the radical cure of the disease caused by p.
Vivax and possibly also by p. Ovale, but has several problems in using primaquine during
pregnancy, since it is a drug capable of penetrating the placenta, and by not knowing the state
of the enzyme glucose 6-phosphate dehydrogenase (gbdp) of the fetus, the fetus in drug
metabolism may be deficient. However, it has not been investigated what problems this
therapy can cause to a pregnancy and the offspring, the novelty of the work contributes to the
field of study to elucidate the challenges that such therapy would face. In this study,
primaquine was not able to be transmitted to the offspring through breastfeeding, and did not
affect the developmental and growth parameters of the intra-uterus exposed to the drug, but
had an effect on the survival of the pups and behavior in the open-field test.

Keywords: Primaquine. Development. Intrauterine. Open field
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1. INTRODUCAO

A maldria ¢ uma doenca infecciosa potencialmente fatal causada por parasitas
unicelulares (protozodrios) transmitidos ao homem (hospedeiro secundario) por fémeas de
mosquitos do género Anopheles (hospedeiros definitivos). A malaria humana ¢ causada por 5
espécies de protozoarios de género Plasmodium, o Pvivax, P. ovale, P. malariae, P.
falciparum e P. knowlesi. Os parasitas P. falciparum e Pvivax sdo os mais comumente
encontrados, sendo a forma mais grave e letal da doenca causada por infec¢cdes com o P.
falciparum'. Entre os principais anofelinos transmissores da malaria na América do Sul e no
Brasil destacam-se o An. darlingi, o An. marajoara, o An. deaneorum e o An. albitarsis.
Clinicamente a malaria manifesta-se 8 a 25 dias ap0s a infec¢do por febre, cefaleia, calafrios,
dores nas articulagdes, anemia hemolitica, ictericia, hemoglobinuria, convulsdes, sintomas
que nos casos mais graves podem progredir para o coma e a morte. Tipicamente, a malaria
evolui por episodios febris ciclicos que tem inicio subito com sensa¢do de frio intenso,
sucedida por calafrios, e febre culminando com sedagdo. Esses episodios ocorrem a cada dois
dias nas infecgdes por Pvivax ¢ P. ovale, a cada trés dias nas infecgdes por P. malariae
enquanto o Pfalciparum (9 a 30 pos-infec¢ao) causa febre recorrente a cada 36-48 h ou febre
menos aguda e mais continua’.

Em 2013, foram registrados aproximadamente 198 milhdes de casos de malaria e
cerca de 584 mil obitos em decorréncia da doenga. A maioria dos casos da doenca e das
mortes ocorreu em paises da Africa subsaariana; entretanto, regides tropicais da Asia, da
América do Sul e, em menor escala, o Oriente Médio e o sul da Europa, também sdo afetadas.
No Brasil os casos de malaria se concentram na regido Amazonica (Acre, Amapa, Amazonas,
Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondonia, Roraima e Tocantins), areas em que a doenga €
endémica. Nas regides onde a malaria ¢ endémica, a doenga contribui diretamente com cerca
de 25 % de todas as mortes maternas’.

Criangas menores de cinco anos, mulheres gravidas e individuos com imunodepressao
sdo os grupos da populagdo mais susceptiveis as formas clinicas mais graves da malaria®.

O agente etiologico da maléria (Plasmodium) tem ciclo heteroxénico, e necessita de
dois hospedeiros para completar o seu ciclo de vida, sendo o homem (ou outro vertebrado), o
hospedeiro intermediario ou secundario, € 0 mosquito, o hospedeiro definitivo. A infec¢ao do
homem tem inicio com o repasto sanguineo da fémea do anofelino, que inocula na corrente
sanguinea os esporozoitos (forma infectante) presentes na saliva do mosquito que, ao

chegarem ao figado, infectam os hepatdcitos onde tem lugar ciclo pré-eritrocitico (ou
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exoeritrocitica) de reprodugdo assexuada (esquizogonia tecidual). Na célula hepatica o
parasito perde as organelas do complexo apical e se torna arredondado adquirindo a forma de
merozoito. A multiplicagdo do parasito no interior das células hepaticas da origem a um
grande numero de merozoitos que, liberados na corrente sanguinea, infectam as hemacias
iniciando o ciclo eritrocitico de reproducdo assexuada. No interior dos globulos vermelhos
cada merozoito da origem de 8 a 24 novos merozoitos que sdo liberados com a ruptura das
hemacias infectadas desencadeando o episddio febril e outros sintomas tipicos da maléria.
Alguns merozoitos tornam-se gametdcitos imaturos, que sao células precursoras dos gametas
femininos e masculinos do parasito. Os gametocitos sdo sugados junto com o sangue do
hospedeiro secundario pela fémea do mosquito Anopheles durante o repasto sanguineo em
individuos infectados com o parasito. No sistema digestivo do mosquito, os gametdcitos
amadurecem e se transformam em gametas masculinos e femininos que se fundem formando
oocinetos ou zigotos que se transformam em esporozoitos. Os parasitos migram para as
glandulas salivares do mosquito onde os esporozoitos presentes na saliva sdo inoculados no
hospedeiro secundario durante um novo repasto sanguineo, iniciando-se assim em outro
individuo mais um ciclo de crescimento ¢ multiplicacdo. Em contraste com o hospedeiro
humano, aparentemente, o mosquito infectado nio ¢ afetado pela presenca dos parasitas”.

No caso da fase exoeritrocitica (hepatica) da infeccdo pelo Pvivax, alguns
esporozoitos nao se desenvolvem prontamente em merozoitos permanecem dormentes no
interior da célula hepatica por longos intervalos de tempo (de alguns meses — geralmente 7 a
10 meses — a varios anos) até serem reativados e se transformarem em merozoitos capazes de
infectar hemadcias. Essas formas adormecidas do parasito sdo conhecidas como hipnozoitos.
Nesses casos, o desaparecimento dos sintomas e dos parasitos da corrente sanguinea nao
significa a cura definitiva (“cura radical”) da infeccdo malarica j4 que esta pode ressurgir
sintomaticamente meses ou anos depois (recidivas).

As manifestagdes clinicas da malaria ocorrem durante o ciclo eritrocitico do parasito,
em fun¢do da grande destruicdo das hemadcias e da liberacdo de restos celulares, toxinas e
substancias pirogénicas (que desencadeiam reacdes febris) na circulacdo sanguinea. Os
sintomas iniciais da malaria sdo mal-estar, cefaleia, vOmito, cansago e mialgia, que evoluem
para o ataque paroxistico agudo, ou acesso maldrico, caracterizado por febre alta, calafrio e
intensa sudorese. ApoOs a fase inicial, a febre assume carater intermitente, e a periodicidade
dos sintomas tem relagdo com a duracdo do ciclo eritrocitico de cada espécie de plasmddio: P

falciparum, 36 a 48h (ter¢a maligna); P. vivax, 48h (ter¢ad benigna); P. ovale, 48h (ter¢a
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benigna); P. malariae, 72h (quart benigna)®.

Durante a gravidez, a evolugdo clinica da maldria ¢ particularmente grave, podendo
causar anemia acentuada, hipoglicemia, edema pulmonar, sepse puerperal, hemorragia,
quadros neurologicos graves (maléaria cerebral) e evoluir para a morte materna. O
desenvolvimento do concepto também ¢é gravemente afetado, com taxas elevadas de perdas
gestacionais (aborto espontaneo), morte intrauterina, prematuridade, nascimento de criancas
com baixo peso para a idade gestacional, e morte neonatal’.

Em virtude do desenvolvimento de resisténcia do parasito a varios medicamentos
antimaléricos, e de outros fatores, o tratamento farmacologico da malaria é complexo e
envolve via de regra a associagdo de mais de um composto ativo. Os esquemas terapéuticos
sdo definidos de acordo com as caracteristicas da infeccao, ou seja, a espécie do plasmodio e a
regido geografica onde a doenca foi contraida, observando-se os dados atualizados sobre as
cepas resistentes, a gravidade do quadro apresentado, e outras particularidades do paciente,
como idade, comorbidades e, no caso de mulheres, se ela estd gravida ou ndo. Se o
antimalérico primaquina for uma das alternativas a ser cogitada, recomenda-se a realizacao de
um teste para a deficiéncia genética da enzima G6PD (glicose-6-fosfato desidrogenase). O
nimero de farmacos antimalaricos considerados seguros para o uso durante a gestagdo ¢
limitado também pelos possiveis efeitos adversos para o concepto incluindo o potencial
teratogénico, principalmente quando ¢ necessario tratar a paciente durante o primeiro

trimestre de gravidez'.
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1.1 Primaquina

A primaquina ¢ um composto 8§-aminoquinolinico com atividade antimalarica,
sintetizada pela primeira vez em 1946 nos Estados Unidos. Este medicamento apresenta
propriedades terapéuticas singulares, que a distingue de todos os demais antimalaricos
atualmente em uso. Os compostos antimalaricos do grupo dos 8-aminoquinolinicos agem
sobre as formas em desenvolvimento e latentes (hipnozoitas) no interior das células hepaticas.
Atua sobre os gametocitos maduros a primaquina reduz a transmissao e infectividade do P,
falciparum nas areas endémicas’'’. Assim a primaquina ¢ utilizada para promover a cura
radical (Pvivax) e também ¢é usada para profilaxia da infecgio''. A primaquina tem sido
indicada para promover a cura radical da malaria causada por P. vivax ou P. ovale, e até
mesmo para tratar cepas multirresistentes de P. falciparumlz, sendo geralmente administrada
em associacdo com farmacos que matam os esquizontes sanguineosB. Além disso, ¢ também
um gametocida eficaz e também atua como esquizontecida tissular.

Como a primaquina ¢ o Unico farmaco disponivel para prevenir a recaida apos
infeccdo por P. vivax e P. ovale ela tem sido administrada como agente profilatico do
aparecimento da fase eritrocitica (sanguinea) em individuos que viajaram para areas onde
ocorre infecgdo por P. vivax ou P. ovale. Esta abordagem terapéutica é chamada presumivel
terapia profilatica da recaida (“presumptive antirelapse therapy”, PART). Algumas
autoridades sanitarias recomendam que a PART seja realizada em individuos com um certo
risco de infec¢do por P. vivax ou P. ovale, apesar de ndo haver um consenso que defina o que
seria um determinado risco'.

Em sintese, o uso da primaquina geralmente envolve um ou mais de trés objetivos:

1. Profilatico
2. Presumivel terapia profilatica da recaida (PART)

2. Curaradical

Contudo, o emprego clinico da primaquina como antimalarico ¢ limitado por
potenciais efeitos adversos de maior gravidade tais como a hemolise em individuos com
deficiéncia genética da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6DP) e, consequente, a
anemia hemolitica, e também a producao de meta-hemoglobinemia. A metahemoglobinemia,
como o termo sugere, ¢ o acimulo de meta-hemoglobina no sangue. A metahemoglobina ¢
formada quando o Fe™ (férrico) da hemoglobina é oxidado a Fe™ (ferroso), estado de

r

oxidagdo em que o atomo de Fe do grupo prostético da proteina € incapaz de carrear o
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oxigénio (O). Em individuos saudaveis mecanismos fisioldgicos de reducdo mantém a baixa
taxa de metahemoglobinemia, que ndo excede de 1 a 2%. A primaquina desencadeia a
formagdo de metahemoglobina particularmente em individuos com deficiéncia da enzima
citocromo b5 redutase. A metahemoglobinemia reduz a capacidade de transporte de oxigénio
das hemacias e, portanto, diminui a oxigenagao dos tecidos.

O polimorfismo genético da enzima G6PD em popula¢des humanas ¢ bem conhecido,
havendo diversas variantes do gene. A deficiéncia de G6PD torna o individuo susceptivel as
anemias hemoliticas

Nas hemacias, a G6PD catalisa a oxidac¢ao (perda de elétrons) da glicose-6-fosfato
para dar origem ao 6-fosfoglutamato. Essa reacdo ocorre na presenga de NADP (dinucleotideo
fosfato adenina nicotinamida) que recebe os elétrons e transforma-se em NADPH (forma
reduzida). Como os individuos portadores de deficiéncia da G6PD podem apresentar uma
menor produ¢do de NADPH, ha redu¢do na atividade da NADPH meta-hemoglobina redutase
e menor redu¢do da meta-hemoglobina, cujos niveis tendem a aumentar.

Individuos com deficiéncia de GO6PD sdo especialmente vulnerdveis ao efeito
hemolitico da primaquina. Ha evidéncias clinicas e experimentais indicando que a
primaquina atravessa a placenta . No caso das mies ¢é possivel diagnosticar se ha mutagdes
genéticas que resultam em deficiéncia de atividade da G6DP. Entretanto a investigacdo do
fendtipo do concepto ndo € simples, envolvendo métodos invasivos e riscos. Portanto, nao so6
a condicao do concepto quanto a atividade de G6DP ¢ desconhecida como ela ¢ dificil de ser
diagnosticada na pratica clinica. Em virtude do risco de hemolise intravascular e suas
complicagdes em individuos susceptiveis, o uso da primaquina tem sido contraindicado
durante a gestacdo. Esta restricdo de uso visa prevenir as graves consequéncias de um
eventual desencadeamento de hemolise intravascular maci¢a quer no organismo materno, quer
no fetal '.

A farmacocinética da primaquina ainda ndo foi totalmente elucidada. Sabe-se que a
primaquina ¢ bem absorvida por via oral, liga-se em cerca de 20% a proteinas plasmaticas,
distribui-se amplamente no organismo e ¢ rapidamente metabolizada, com uma meia-vida de
eliminagdo de aproximadamente seis h'7 em seres humanos. O principal metabolito da
primaquina no plasma, a carboxiprimaquina, ¢ desprovido de atividade antimalarica.
Entretanto, estudos relativamente recentes demonstraram de forma clara que a
biotransformagdo da primaquina catalisada por CYP2D6 ¢ essencial para a eficacia profilatica

e curativa (cura radical) da mesma no tratamento da malaria. Ou seja, a CYP2D6 seria a
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1718 Assim,

principal enzima que catalisaria a formacdo dos metabolitos hidroxilados
enquanto uma parte da primaquina absorvida ¢ convertida por acdo de monoamino-oxidases
(MAO) e CYPs em metabolitos inativos (e.g., carboxiprimaquina), outra parte ¢ convertida no
metabolito fendlico ativo por meio de oxidacdo mediada por CYP2D6'®.

Em ratos Wistar a Primaquina ¢ metabolizada pela CYP1A2, CYP3A4 e monoamino
oxidases (MAO) . Estudos anteriores do nosso laboratorio evidenciaram que a meia vida
de eliminacdo da primaquina do plasma de ratos foi superior a 12 h (> 12h)*". Esse longa
meia-vida de eliminagdo nos levou a formular a hipdtese de que as hemacias poderiam
acumular a primaquina em um compartimento intracelular de onde seria lentamente
metabolizada e/ou liberada o que prolongaria a meia vida de eliminagdo. Um dos

experimentos que realizamos teve o proposito de investigar e, se possivel, responder a essa

pergunta.

1.2 Desenvolvimento
Cerca de 2-4% dos recém-nascidos nascem com anomalias congénitas (OAKLEY, 1986).
Essa incidéncia ¢ independente do uso de drogas durante a gravidez, pois menos de 1% de
anomalias congénitas sdo atribuidas a exposi¢do de medicamentos prescritos na gestagao
(BECKMAN; BRENT, 1987). Destes 99% restantes, cerca de 9% ¢ devido as condi¢oes da
mae, como diabetes, infeccdes ou drogas de abuso, e em torno de 20-25% pode ser genético e
65% de origem desconhecida (HANSEN; HARRIS, 2013). Atualmente, dentre as milhares de
drogas terapéuticas disponiveis no mercado, apenas 20 farmacos ou grupos de droga sdo
"universalmente reconhecidos como teratdgenos humanos" (SCHARDEIN, 2000). Destes, um
total de onze estdo incluidos em apenas dois grupos de drogas, os agentes anticancerigenos e
anticonvulsivantes. Os eventos mais comuns em estudos teratologicos sdo morte embrido/feto
(abortos), retardo do crescimento fetal (WEBESTER; FREEMAN, 2001). O aborto
espontaneo 42 menciona a rescisdo nao intencional de uma gravidez antes da viabilidade fetal
de 20 semanas de gestagdo ou quando o peso fetal for menor que 500 g. Isso ocorre em 8% a
20% das gestantes. (GUPTA et al., 2007). As anormalidades cromossdmicas sdo a causa de
cerca de 50% de todos os abortos. Com relacdo aos defeitos congénitos causas genéticas
parecem ser responsaveis por 15-20% destes, fatores ambientais sdo reconhecidamente
responsaveis por 7%, 20% sdo de etiologia multifatorial, porém nada, além disso, pode ser

identificado e mais de 50% dos casos a causa permanece desconhecida (RAI; REGAN, 2006).
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Um evento nos anos 60 marcou o cenario farmacéutico, mais de 10 mil criangas, no
mundo, nasceram com graves defeitos congénitos, condigno ao uso da talidomida no inicio da
gravidez (KOREN et al., 1989). A gravidade dos efeitos da talidomida e os o6rgdos afetados
foram dependentes do dia exposi¢ao na gestacdo. Se a exposi¢ao a talidomida ocorresse nos
dias 34-38 de gestacdo a prole nascia com polidactilia e anotia, enquanto a exposi¢ao nos dias
42-47 de gestagdo gerava uma focomelia dos membros inferiores (HANSEN; HARRIS,
2013). Estes resultados demonstram a importancia dos estudos pré-clinicos de novos
compostos. Porém existem centenas de milhares de farmacos com atividade biologica
conhecida, e apenas 20 deles “sdo universalmente reconhecidos como teratégenos humanos”,
a natureza dessa razdo parece irreal, visto a quantidade de etapas a serem superadas com
sucesso em uma gravidez, ¢ ingenuidade pensar que outros farmacos ndo seriam
teratogénicos, e a forma acidental com que a atividade teratogénica dos compostos ¢
descoberta ¢ perturbadora. No entanto, a adequacdo dos testes e seus usos para prever se a
droga ¢ ou ndo teratogeno humano, ainda permanece controverso. Isso deve-se,
principalmente as diferencas genéticas (SCHULER-FACCINI et al., 2001). H4 numerosos
exemplos de animais experimentais € varios casos suspeitos em seres humanos que
demonstram existir diferengas genéticas na resposta a um teratdogeno. Normalmente, o0s
roedores sdo utilizados nestes estudos, entretanto, devido as diferencas genéticas entre as
espécies, alguns estudos ndo foram bem sucedidos na identificagdo de teratogenos humanos,
como no caso da talidomida apos ser retirada do mercado foram feitos testes em animais e ndo
foi visto um efeito semelhante ao encontrado em humanos. Por exemplo, os corticoides,
potentes teratdgenos em roedores, sdo considerados seguros para o homem, por outro lado, a
talidomida, um teratégeno potente para o homem, € seguro para a maioria dos animais. Desta
forma, a evidéncia definitiva de uma droga ser ou ndo teratogé€nica para os humanos s6 pode
ser comprovada no proprio homem (SCHULER-FACCINI et al., 2001). Com relagdo aos
medicamentos utilizados na gestagdo, as tetraciclinas (antibidtico) que atravessam a barreira
placentaria e se depositam nos 44 ossos e nos dentes do embrido nos locais de calcificagdao
ativa. Pode causar defeitos dos dentes, por exemplo, hipoplasia do esmalte e diminui¢ao do
crescimento dos ossos longos. (MOORE; PERSAUD, 2008). A penicilina tem sido
amplamente utilizada durante a gravidez, parecendo ndo causar danos ao embrido e ao feto. O
periodo de maior sensibilidade ¢ entre 6 e 12 semanas ap6s fertilizagdo. Ja drogas como a
heparina ndo atravessam a barreira placentaria, por isso ¢ a droga preferencial para as

mulheres gravidas que necessitam de tratamento com anticoagulantes (MOORE; PERSAUD,
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2008).

1.4 Justificativa

Visto isso, ¢ de grande importancia a investigacdo do efeito de drogas durante a
gestacdo, além disso a primaquina foi sintetizada em 1946 e entrou no mercado pouco tempo
depois, devido a sua entrada antes dos eventos da talidomida, ndo eram feitos testes pré-
clinicos da primaquina, portanto nao se conhecem os efeitos teratogé€nicos ou os efeitos no
desenvolvimento da prole, na clinica a primaquina ndo ¢ utilizada devido a incerteza da
condicdo enzimatica do feto, e na literatura, os papers falham em demonstrar o motivo dessa
recomentagdo, ja que ¢ apenas feita mencdo a droga e uma breve explicagdo do porque nao
deve ser utilizada. Esse trabalho se mostra relevante devido a lacuna de conhecimento que
preenche, referindo-se aos possiveis efeitos adversos da exposi¢ao pré-natal a primaquina
sobre o crescimento ¢ desenvolvimento somatico ¢ neurocompartamental dos filhotes. Ha
pouquissimos estudos dos efeitos da primaquina sobre o desenvolvimento pré-natal e, ao que
sabemos, nenhum estudo anterior foi exitoso em mostrar o que realizamos e apresentamos

nesse trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da exposicdo pré-natal a primaquina sobre a sobrevivéncia, 0
crescimento e o desenvolvimento somético e neurocomportamental de ratos machos e fémeas

durante o periodo pos-natal até a puberdade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Observar se o tratamento materno com primaquina durante a gravidez afeta o tamanho
da ninhada, a mortalidade neonatal e viabilidade da prole exposta.

> Verificar se a exposi¢do pré-natal a primaquina afeta o crescimento (ganho de peso) e
a sobrevida dos filhotes até a puberdade.

> Investigar se a exposi¢do intra-utero a primaquina altera o desenvolvimento somatico
(marcos do amadurecimento somatico) € neurocomportamental (maturagdo de reflexos)
durante o periodo pds-natal.

> Determinar se a exposicdo pré-natal a primaquina afeta o desempenho do
comportamento exploratorio no teste do campo aberto (open field).

> Determinar ap6s contaminagdo do sangue in vitro com primaquina a distribui¢do da
mesma entre o plasma e as hemécias ao longo de duas h.

> Verificar se o tratamento das ratas nutrizes com primaquina durante o periodo de
lactagdo resulta em contaminagdo dos filhotes que estdo sendo amamentados (i.e. se ha

indicacdo de passagem via leite materno e absorcao pelos filhotes).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Procedimentos gerais
3.1.1 Animais

Foram utilizados ratas (Wistar) com 70 a 90 dias de idade, provenientes do Centro de
Criagdo de Animais de Laboratorio (CECAL) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Apoés
serem recebidos no laboratoério, os ratas foram mantidos em gaiolas de plastico de tamanho
padrdo para a espécie. As gaiolas tinham tampa de aco inoxidavel e o fundo coberto por
maravalha de pinho branco. Os animais foram alojados em grupos de no maximo 5 por gaiola,
sendo mantidos no biotério de experimentagdo com temperatura (19 a 21°C), fotoperiodo
(ciclos claro/escuro de doze hs, claro: 7-19 hs) e renovagio de ar controlados. Agua de
torneira filtrada e ragdo comercial para ratos e camundongos (Nuvilab®) foram fornecidas ad
libitum durante todo o experimento. Os animais foram fornecidos pelo CECAL apds a
aprovagdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Institui¢do. Foram seguidas

as diretrizes internacionais de seguranca para uso de animais de laboratorio.
3.1.2 Solucao de primaquina

A solucdo usada para tratar os animais foi preparada a partir do difosfato de
primaquina (cedido por Farmanguinhos/FIOCRUZ que adquiriu o produto da empresa Genix
Ind, Farmacéutica Ltda). O farmaco foi dissolvido em 4gua filtrada na concentragdo de 20 mg
da primaquina base por 6 mL recebendo cada animal 6 ml da solug¢do por kg de peso, foi a

dose escolhida por ser a metade da dose nao letal (Dose = 20mg da PQ base/kg de peso).
3.1.3 Cruzamento

O acasalamento foi realizado colocando duas fémeas na gaiola de um macho por 2 h
no final do periodo escuro. O dia em que a coépula foi confirmada pela presenca de

espermatozdides no esfregaco vaginal foi designado dia 0 da gravidez (GD 0).
3.1.4 Tratamento com Primaquina

A administracdo da solucdo de primaquina (PQ) foi feita por via oral (canula intra-
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gastrica). Com o animal contido manualmente pelo dorso, foi inserida uma agulha propria
para gavagem de ratos, em aco inox curvo e com esfera metéalica na extremidade distal, fixada
a uma seringa de plastico. A administracdo da substancia foi realizada lentamente. O controle

recebeu agua filtrada.

3.1.5 Quantificacio de PQ no plasma

A concentracdo de PQ foi determinada em amostras de plasma de ratos pelo método
desenvolvido e validado por Carmo (2015). O método consiste na extragdo da primaquina do
plasma e subsequente analise por CLAE-DAD-UV. Todas as andlises foram feitas no
Laboratorio de Toxicologia Ambiental — ENSP / FIOCRUZ, em equipamento Shimadzu®
CLASS-VP.

3.1.6 Investigacio da distribuicio da primaquina entre o plasma e as hemacias

Para verificar em que medida a primaquina se distribui entre o plasma e as hemacias,
uma amostra de sangue foi retirada de ratos Wistar por puncdo cardiaca. Antes da realizacao
da puncdo cardiaca o animal foi colocado em uma camara contendo CO, até a perda dos
reflexos e observar-se que o mesmo nao respondia mais a estimulos (estado anestésico). Sob
efeito da anestesia e narcose causada pelo CO,, a medula espinhal foi seccionada ao nivel
cervical, sendo entdo efetuada a pun¢do cardiaca. O sangue de cada animal foi coletado em
tubos tipo eppendorf contendo heparina e mantidos a temperatura ambiente até a
centrifugacdo. Para a separa¢do do plasma, o sangue foi centrifugado a 8.000 RPM durante
3min em centrifuga Minispin® (Eppendorf). O plasma obtido foi aliquotado em tubos tipo
eppendorf, enquanto a fra¢do solida (torta de hemacias) foi submetida a um choque térmico
por rapida imersdo em nitrogénio liquido, por trés vezes, até o rompimento das membranas
das hemadcias e outras células. A quantificagdo da primaquina foi feita tanto no plasma quanto

nas hemacias, seguindo a metodologia de Carmo (2015).

3.1.7 Investigacdo da passagem da primaquina para os filhotes via leite materno.

Duas ratas Wistar nutrizes foram separadas dos seus filhotes (lactentes) por 15 h no dia
19 de lactagdao. Apds esse periodo de separagdo, as fémeas nutrizes receberam por entubacao
gastrica a solu¢do de primaquina (dose = 20 mg/kg). Durante a separacdo das maes, os

filhotes foram mantidos em gaiolas com cama de maravalha abundante e temperatura
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controlada. Em seguida ao tratamento das maes os filhotes foram devolvidos as respectivas
maes sendo imediatamente amamentados por elas. Uma e quatro h apds retornarem a gaiola
da mae, e terem sido por ela alimentados, os filhotes foram eutanasiados por decapitagao,
sendo o sangue entdo retirado para separagao do plasma e posterior analise da concentracao

de primaquina por CLAE-DAD-UV.

3.2 Investigacdo dos Efeitos da Exposicio Pré-natal a Primaquina sobre o

Desenvolvimento Pos-natal.
3.2.1 Tratamento com Primaquina

Durante o periodo de tratamento didrio com primaquina, a partir do dia zero (GD 0) e
até a gravidez a termo, i.e., dia 21 de gestacdo, quarenta e seis ratas gravidas foram
examinadas, sendo registrados os sinais clinicos de toxicidade e as alteragdes
comportamentais. Para fins de comparagdo, os animais que receberam apenas agua pura por
entubagdo gastrica (grupo controle), foram avaliados da mesma forma que aqueles do grupo

tratado com primaquina.
3.2.2 Avaliagdo do Desenvolvimento dos ratos expostos in utero a primaquina

Todos os parametros foram analisados segundo o método descrito em detalhes por
Coelho®*. A partir do GD 20, as gaiolas das ratas gravidas foram inspecionadas duas vezes ao
dia para verificar se ocorreram partos espontaneos. No dia do nascimento (PND 1), os recém-
nascidos foram examinados, contados os nascidos mortos € os nascidos vivos. Os neonatos
foram examinados para identificagdo do sexo, pesados e marcados individualmente com

inje¢do subcutinea de nanquim nas patas.

Para avaliar o aparecimento de marcos de maturagdo somatica e aquisi¢ao de reflexos,
as maes foram removidas e colocadas em uma outra gaiola de retencao, enquanto os filhotes
foram examinados. Os filhotes com menos do que de 14 dias de vida foram mantidos em
ambiente aquecido, sob a luz de uma lampada incandescente, pois ratos nascem sem controle
pleno da temperatura corporal. Foram registrados os dias de aparecimento dos marcos de

maturacao somatica descritos a seguir.

Erupcao dos incisivos: primeiros sinais visiveis de erupcao dos incisivos superiores €
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inferiores através das gengivas.

Desenvolvimento da primeira penugem: aparecimento de um manto fino e uniforme

de pelos. Dia em que este fino manto foi detectado pela primeira vez.

Desdobramento das orelhas: desprendimento total da ponta externa de ambas as

orelhas.

Abertura dos olhos: separagdo total das palpebras superior e inferior, ¢ completa

abertura dos dois olhos.

Abertura vaginal: descontinuidade da pele e aparéncia de uma abertura definida na

area do canal vaginal.

Descida dos testiculos: descida de ambos os testiculos, confirmada pela cuidadosa

apalpagao escrotal.

Separacido balano-prepucial: separacdo balano-prepucial foi investigada através de
tentativas delicadas de retrair o prepucio. O dia da separagdo prepucial foi aquele em que foi

registrada a separagdo prepucial completa.

Uma série de reflexos neuroldgicos dos filhotes também foram testados como descrito

a seguir.

Endireitamento postural: O filhote foi colocado em decubito dorsal sobre uma
superficie plana, sendo medido — com auxilio de um crondmetro - o tempo que ele leva para
virar e ficar em decubito ventral com todos os quatro pés no chdo. O critério para considerar
a resposta positiva (presenga do reflexo) foi o filhote ter tido éxito em adquirir a posi¢ado

prona em até 30 s.

Reflexo de preensiao palmar: Cada pata dianteira foi suavemente tocada com um
clipe de papel, sendo observado se ocorria a resposta de flexdo dos dedos. O dia do

desaparecimento da resposta de preensao (indicativo da maturagdo neural) foi registrado.

Esquiva ao abismo: O filhote foi colocado de frente para a borda de um “abismo”

(borda de uma bancada) com o nariz e apenas as patas dianteiras sobre a borda. O tempo que
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o filhote levou para virar e se afastar da borda da bancada (“abismo”) foi registrado. A
resposta foi considerada positiva se este movimento de escape do “abismo” ocorreu em menos

do que 10 s.

Reflexo de geotaxia negativa: O filhote foi colocado de frente com a cabega para
baixo em uma rampa de madeira com inclinacdo de 40°. O tempo que o filhote levou para
girar 180° e colocar-se com a cabega para cima da rampa (posi¢ao para subir a rampa) foi
gravado. A resposta foi considerada positiva se este movimento de giro ocorreu em menos de

60 s.

Resposta de sobressalto acustico: O aparecimento da resposta de sobressalto acustico
foi testado utilizando-se o som produzido pelo disparo da mola tensionada de uma ratoeira
metalica posicionada pelo pesquisador atras e a uma distdncia pré-fixada do filhote. A
resposta fisica (sobressalto) do filhote ao som subito do disparo da ratoeira foi o critério de

positividade do teste. Uma resposta positiva foi indicada por uma resposta fisica ao estimulo.

Reflexo de endireitamento postural em queda livre: O filhote foi imobilizado
manualmente ¢ mantido alinhado com o solo € com a parte dorsal para baixo a uma altura de
30 cm da superficie macia (almofada de algodao) sendo solto ¢ enquanto observada com
atencao a queda. A resposta foi considerada positiva (aquisi¢ao do reflexo de endireitamento
postural) quando, durante a queda, o animal virar-se no ar € pousa com as quatro patas
tocando a almofada. O critério para a aquisi¢do do reflexo foi o registro de duas quedas

perfeitas (pouso com as quatro patas) em trés tentativas consecutivas em dias consecutivos.

3.2.3 Teste do Campo Aberto (Open Field)

Os animais foram submetidos ao teste do campo aberto (para avaliar a atividade
motora € o comportamento exploratdrio) quando completaram 25 dias de vida pds-natal. O
aparelho de campo aberto utilizado foi uma arena circular feita de madeira com um didmetro
de 80 cm e paredes lisas com 30 cm de altura. O piso da arena foi dividido em areas marcadas
no chdo como se segue: um circulo central (30 cm de didmetro) com dois outros circulos
concéntricos divididos por 6 raios. O aparelho foi localizado em uma sala silenciosa e
iluminado por 3 lampadas posicionadas centralmente (60 W cada) suspensas a 150 cm acima

do chdo. Cada animal foi colocado individualmente no centro da arena e avaliado por um
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periodo de 6 min divididos, para fins de registro dos pardmetros, em 3 periodos iguais de 2
min. Apods cada teste, a arena foi limpa com solugdo de etanol (70%) e seca antes iniciar o
teste seguinte com outro rato. Esse procedimento ¢ fundamental para eliminar odores e pistas
deixadas pelo animal testado e impedir que influenciem o comportamento do préximo rato.
Contadores manuais e cronometros foram usados para registrar a frequéncia de locomogao
(nimero de quadrantes cruzados no piso da arena) e a frequéncia de episddios de levantar
(“rearing up” ou nimero de vezes em que o animal fica em posi¢do ereta apoiado nas patas
traseiras), limpeza (“grooming” ou comportamento € movimentos de auto-limpeza). Os
observadores desconhecem os grupos tratados'®. A laténcia para deixar o quadrante central da
arena no inicio do teste, e o nimero de bolos fecais deixados na arena foram também

- 15
registrados .

3.2.4 Cronologia do inicio das observacdes de amadurecimento somatico e dos testes de

reflexos durante o desenvolvimento pds-natal.

A idade (dia de vida pos-natal, PND) em que os filhotes comecaram a ser examinados
para o aparecimento do marco somatico e aparecimento ou desaparecimento do reflexo
testado. Apds esse dia os animais foram examinados e ou testados até a resposta ser positiva.
Os dias em que comecaram as observagdes (marcos somaticos) ou testes (reflexos) de cada

parametro foram os seguintes:
PND 1: Descolamento da orelha, endireitamento postural e reflexo de preensao.

PND 2: Desenvolvimento de primeira penugem, esquiva ao abismo e geotaxia

negativa.
PND 6: Erupcao dos incisivos.
PND 10: Resposta de sobressalto ao estimulo acustico.
PND 12: Abertura de olhos, reflexo de endireitamento postural em queda livre.
PND 14: Descida dos testiculos

PND 25: Abertura vaginal e teste do campo aberto.
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PND 30: Separacao balano-prepucial
3.2.5 Analise estatistica

As variaveis intervalares que apresentam distribuicdo normal (como por exemplo 0s
pesos corporais) foram comparados por testes estatisticos paramétricos enquanto proporcgoes,
variaveis ordinais e variaveis intervalares em que se sabe ou suspeita-se que a distribuicdo ndo
é normal, foram comparadas por testes ndo paramétricos. O teste paramétrico empregado para
comparar duas médias foi o teste U de Mann-Whitney para amostras independentes. O teste
ndo paramétrico (amostras independentes) empregado para comparar dois grupos foi o teste U
de Mann-Whitney. Em todos os casos, o nivel de significancia estatistica considerado para
rejeitar a hipdtese de nulidade foi de o = 5% (p<0,05) e as hipoteses e testes foram bi-
dericionais (bicaudais). Os célculos estatisticos foram realizados por meio do programa
Graph Pad Prism 6.0. Em todas os casos em que ndo é indicado o contrério, a ninhada
(unidade de tratamento), e ndo o filhote individual, foi a unidade estatistica utilizada nas

analises.
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4. RESULTADOS
4.1 Distribuicdo da primaquina entre o plasma e as hemacias apds contaminacao in vitro.
Para avaliar a distribui¢do da primaquina entre o plasma e o interior das hemacias, um
volume de sangue de ratos foi retirado e contaminado externamente com uma quantidade
conhecida de primaquina. O frasco contendo o sangue contaminado foi mantido em banho
maria (a 37 °C) durante trés h (180 min). Amostras do sangue contaminado foram retiradas
aos 30, 45, 60, 90, 120 ¢ 180 min e a concentragdo de primaquina foi determinada no plasma
e na fracdo (torta) correspondente as hemadcias. A Figura 1 mostra as concentracdes de
primaquina no plasma e nas heméacias ao longo dos 180 min de incubagdo in vitro.
Como pode ser visto no grafico (Figura 1), a concentracdo de primaquina no plasma
(30 min apds a contaminacao) ¢ maior do que nas hemacias. Entretanto, com o passar do
tempo, as concentragdes de primaquina aumentam nas hemacias e diminuem no plasma até
120 min apds o inicio da incubag¢ao in vitro, mas aos 180 min (ultima determinacdo) voltam a

cair nos globulos vermelhos e a aumentar no plasma.

PQ + Plasma e Hemacias (ex vivo)
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Figura 1: Distribui¢do da primaquina entre o plasma e as hemacias ao longo de 180 min apds
a contaminacdo do sangue de ratos in vitro. As amostras foram retiradas para analise dos
niveis de primaquina aos 30, 45, 60, 90, 120, 180 min apds a contaminacao do sangue com

primaquina (100pL da solugdo de 20mg/mL) no sangue (500uL) retirado de ratas Wistar.
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4.2 Avaliacdo da passagem da primaquina da mie para os filhotes durante a
amamentacao.

A andlise do plasma sanguineo coletado 1 e 4 h apos os filhotes terem mamado o leite
de nutrizes tratadas (tempo 0) com uma unica dose de primaquina (20 mg/kg de peso po) nao
detectou primaquina (limite de detecgdo do método = 25 ng.mL™"). Esse resultado negativo
sugere fortemente que a contaminacao dos filhotes de maes tratadas através do leite materno ¢

inexpressiva, ndo ocorrendo em quantidades relevantes.

4.3 Desenvolvimento e Comportamento
4.3.1 Toxicidade da primaquina sobre o nascimento
O impacto na gestag@o causado pela primaquina pode ser visto na Tabela 1.
A primaquina provocou uma quantidade de reabsor¢des muito grande nas fémeas tratadas,
além de causar trés episddios de abortamento completo da gestacdo, onde o utero das fémeas

possuia pontos de implantagdo mas as fémeas nao tiveram nenhum filhote.
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Tabela 1: Efeitos do tratamento materno com primaquina (20 mg/kg peso/dia, po)
durante a gravidez (GD 0-21) sobre desfechos da gestacdo avaliados ao nascimento
e ap6s o desmame (nimero de sitios de implantagdo). O sitio de implantacao e o
peso corporal dos filhotes no PND1 ¢ expresso como média = DP. Os demais itens

da tabela sao nimeros absolutos (N) e/ou razdes.

Efeito da primaquina sobre o desfecho da gestacao

Parametros Controle Primaquina(PQ)
Ratas que acasalaram 16 20
™)
Ratas com sitios de 11 15

implantacao (N)

Sitios de implantacao (N) 9,70(%2,61) 11,71(£6,09)
Total de filhotes (1 PN) 94 97
Natimortos (N) 0 2"
Tamanho da ninhada 9 (5-14) 9(5-14)
Razio sexual (F/M) 0,98(%0,18) 1,17(x0,15)
Numero de implantagdes 97 164
Ratas com perda total da 0 3

ninhada na gravidez (N)
Peso corporal (PND 1) (g) 6,48(+0,247) 6,16(x0,441)

*Dois filhotes da mesma ninhada. Natimortos, encontrados mortos em <24 h apds o

parto.

4.3.2 Mortalidade

O efeito da primaquina sobre a sobrevida dos animais ¢ mostrado na Figura 3.
Como pode ser visto na Figura 3, a primaquina provavelmente comprometeu o
desenvolvimento intrauterino dos filhotes, além disso dois animais do grupo tratado nasceram

mortos, ambos da mesma mae, estes nao estdo na Figura 3.
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Figura 2: Eventos de morte dentro das ninhadas x dias (filhotes de ratas Wistar tratadas com

primaquina durante a gesta¢cdo). Os dados foram analisados pelo teste U de Mann-Whitney.

4.3.3 Desenvolvimento
A Figura 3 mostra o ganho de peso durante o crescimento dos filhotes no dois grupos,

a diferenca ndo foi estatistica.

Como pode ser constatado na Tabela 2, a analise estatistica indicou que o tratamento materno
com primaquina ndo alterou os dias de aquisi¢do de marcos do desenvolvimento somatico e

neurocomportamental da prole exposta.



Tabela 2: Efeito do tratamento materno com primaquina (20 mg/kg/dia) por via oral
(entubacao gastrica), durante a gravidez (dias 0-21 de gestagdo) sobre o aparecimento de
marcos somaticos do desenvolvimento pos-natal da prole. Os dados sdo os dias do
aparecimento (mediana e valores minimo e maximo) dos marcos do desenvolvimento fisico
no periodo pds-natal. Os dados sdo apresentados por mediana (minimo e maximo) das

medianas registradas para cada ninhada avaliada no grupo.

Desenvolvimento Somatico

(Dia de vida pds-natal em que apareceu 0 marco de desenvolvimento)

Marco Somatico Controle Primaquina P

Descolamento das 3(2-4) 3(2-5) >0,05
orelhas
Surgimento da 8(6-8) 7(6-9) >0,05
primeira penugem

Erupcao dos incisivos 12(10-14) 11(9-13) >0,05
Abertura dos olhos 15(14-17) 15(14-19) >0,05
Descida dos testiculos 17(15-19) 18(15-20) >0,05
Abertura vaginal 36(27-42) 35(29-41) >0,05
Separacio prepucial 37(31-41) 35(33-40) >0,05

Ninhadas (N) 11 12 -
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As medianas foram comparadas pelo teste U de Mann-Whitney. A analise nao revelou

diferencgas (p>0,05).
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Figura 3: Ganho de peso dos filhotes (filhotes vivos até o dia 30 de ratas Wistar tratadas com

primaquina durante a gesta¢cdo). Os dados foram analisados pelo teste U de Mann-Whitney.

4.3.4 Comportamento

Os marcos do desenvolvimento neurocomportamental dos filhotes ¢ mostrado na
Tabela 3.
Como pode ser constatado na Tabela 3, a andlise estatistica indicou que o tratamento materno
com primaquina ndo alterou os dias de aquisi¢cdo de marcos do desenvolvimento somatico e
neurocomportamental da prole exposta
O desenvolvimento neurocomportamental da prole exposta a primaquina foi avaliado também
pelo desempenho no teste do campo aberto. Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados
obtidos no teste campo aberto realizado com os filhotes machos com 25 dias de vida (25 PN).
Os resultados relativos ao teste do campo aberto realizado na mesma época com as fémeas sao
mostrados na Tabela 5. Tanto no caso da prole masculina, como da feminina, a anélise
estatistica detectou diferencas entre os grupos tratados com primaquina e aquele que recebeu
apenas o agua filtrada (grupo controle). Estas diferencas estdo expostas nas Tabelas 4 ¢ 5, e

também nas respectivas Figuras 4, 5, 7 ¢ 8.



Tabela 3: Efeito do tratamento materno com primaquina (20 mg/kg peso/dia, po)
durante a gravidez (GD 0-21) sobre o desenvolvimento neurocomportamental da prole.
Os dados sdao apresentados por mediana (minimo e maximo). Foram analisados pelo
teste U de Mann-Whitney. Os dados sdo apresentados por mediana (minimo € maximo)

das medianas registradas para cada ninhada avaliada no grupo

Dia de vida pés-natal de aparecimento / desaparecimento do reflexo

Reflexos Controle Primaquina(PQ) P
Reflexo de endireitamento 2(1-6) 1(1-5) p>0,05
Reflexo de preensdo palmar * 7(5-10) 6(4-10) p>0,05
Reflexo de esquiva ao abismo 6(1-11) 7(1-10) p>0,05
Reflexo de geotaxia negativa 6(3-14) 7(4-15) p>0,05
Reflexo de sobressalto acustico 13(12-14) 14(12-16) p>0,05
Reflexo de endireitamento 17(14-19) 17(14-20) p>0,05

postural em queda livre

Ninhadas (N) 11 12

* Dia de desaparecimento do reflexo de preenséo palmar.



Tabela 4: Efeito do tratamento materno com primaquina durante a gravidez sobre o

desenvolvimento neurocomportamental da prole masculina: Teste do campo aberto

realizado no dia 25 de vida pds-natal (25 PN)

Machos Controle Primaquina(PQ) P

Locomocao (N) 133,25(£36,91) 104,54(£32,02) P>0,05

Limpeza (N) 1,33(+1,03) 2,28(+0,83) P <0,05

Laténcia para sair P>0,05

do circulo central 5,42(+6,72) 9,30(£5,51)

(segundos)
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Tabela 5: Efeito do tratamento materno com primaquina durante a gravidez sobre o

desenvolvimento neurocomportamental da prole feminina: Teste do campo aberto

realizado no dia 25 de vida pds-natal (25 PN)

Fémeas: Controle Primaquina(PQ) P

Locomocao (N) 122,69(+24,44) 96,76(£31,86) P <0,05

Limpeza (N) 1,5(x0,71) 2,09(x1) P>0,05

Laténcia para sair 5,36(£1,68) 8,11(+4,96) P>0,05

do circulo central

(segundos)
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Figura 4: Numero de episddios de “levantar” (“rearing up’) registrados na arena do campo
aberto (tempo de teste = 6 min). Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdao
(DP). Os grupos (médias das médias por ninhada) foram comparados pelo teste U de Mann-

Whitney. O asterisco (*) indica que os grupos diferiram (P<0,05).
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Figura 5: Numero de quadrantes percorridos na arena do campo aberto durante o teste
(duracao do teste = 6 min). Os dados sdo apresentados como média *+ desvio padrao (DP). Os
grupos (médias das médias por ninhada) foram comparados pelo teste U de Mann-Whitney. O

asterisco (*) indica que os grupos diferiram (P<0,05).
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Figura 6: Tempo no centro da arena registrado. Os dados sdo apresentados por média e desvio

padrdo. Foram analizados pelo teste U de Mann-Whitney.
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Limpeza

Eventos

Figura 7: Numero de episddios de comportamento de limpeza (“grooming”) durante o teste
(6 min). Os dados sdo apresentados como média * desvio padrao (DP). Os grupos (médias das
médias por ninhada) foram comparados pelo teste U de Mann-Whitney. O asterisco (*) indica

que os grupos diferiram (P<0,05).
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Figura 8: Numero de bolos fecais deixados na arena de campo abeto apos o teste (duracao do
teste = 6 min). Os dados sdo apresentados como média = desvio padrao (DP). Os grupos
(médias das médias por ninhada) foram comparados pelo teste U de Mann-Whitney. O

asterisco (*) indica que os grupos diferiram (P<0,05).
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Figura 9: Laténcia (em segundos) para o rato deixar o circulo central no inicio do teste. Os
dados sao apresentados como média * desvio padrao (DP). Os grupos (médias das médias por

ninhada) foram comparados pelo teste U de Mann-Whitney. Os grupos ndo diferiram

(P>0,05).
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5. DISCUSSAO

A primaquina € o unico farmaco disponivel capaz de prevenir a recaida ap6s infeccao
por P. vivax e P. ovale. A primaquina também ¢ administrada como agente profilatico de fase
sangliinea em individuos que viajaram para uma area onde ocorre infec¢do por P. vivax ou P,
ovale, a terapia ¢ chamada profilaxia terminal ou presumptive antirelapse therapy (PART).
Algumas autoridades sanitarias recomendam que PART seja realizado em individuos com
determinado risco de infec¢do por P. vivax ou P. ovale, apesar de nao haver um consenso que
defina o determinado risco.

Atualmente a primaquina ndo ¢ recomendada para o uso durante a gestagdo nem
durante a amamentacio devido & incerteza sobre a condicio de G6PD do feto™. Até o
presente, ndo foi testado o potencial teratogénico ou seus problemas ao desenvolvimento dos
individuos recém-nascidos e jovens. No presente trabalho foi visto que a primaquina foi
pouco influente no desenvolvimento (erup¢do dos incisivos, desdobramento de orelhas,
desenvolvimento de pelos, abertura dos olhos, abertura vaginal, descida dos testiculos e
separagdo prepucial) e comportamento (endireitamento postural, reflexo de preensdo, esquiva
ao abismo, geotaxia negativa, resposta sonora auditiva, reagdo postural de queda livre) dos
neonatos. Nao houve alteragdes em nenhum dos parametros durante o crescimento dos
filhotes do grupo tratado, com exce¢do do campo aberto mostrando que entre os machos
houve maior estresse visto o aumento significativo de pellets fecais e maior atividade devido
ao aumento de self-grooming, e em fémeas houve uma diminui¢do na ansiedade vista pelo
aumento da exploracdo horizontal e vertical.

No entanto, a alteracdo foi expressiva em relagdo a sobrevida dos filhotes e reabsorcao
dos fetos, conferindo uma toxicidade pouco manejavel na dosagem de 20ug/kg, uma dose
muito superior a dosagem utilizada em humanos, porém representa metade da maior dose ndo
letal observada no nosso laboratorio.

Durante o periodo de amamentacdo ndo foi observada passagem para o filhote através
da amamentacdo, no entanto, o experimento precisa ser repetido com mais tempos ¢ a
primaquina ser dosada no proprio leite, pois mesmo que ndo seja absorvido pode haver

toxicidade na luz intestinal da prole.
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6 CONCLUSOES

e O tratamento com primaquina durante a gravidez ndo interferiu no tamanho da
ninhada, porém impactou na absorc¢ao de trés ninhadas completas e interferiu
na mortalidade neonatal e na viabilidade da prole exposta a primaquina.

e A exposi¢do pré-natal dos animais a primaquina ndo afetou o crescimento
(ganho de peso), no entanto a viabilidade dos filhotes até¢ a puberdade foi
significativamente menor do que o grupo controle.

e A exposic¢do intra-utero a primaquina nao alterou o desenvolvimento somatico
(marcos do amadurecimento somatico) e neurocomportamental (maturagao de
reflexos) durante o periodo pos-natal.

e A exposi¢do pré-natal a primaquina alterou o comportamento exploratorio dos
filhotes no teste do campo aberto (open field).

e O acumulo de primaquina nas fragdes do sangue (in vitro) foi evidenciada na
ascensdo da curva no minuto 120 mostrando que a primaquina ganhou o
interior das hemadcias ao longo de duas h.

O tratamento das ratas nutrizes com primaquina durante o periodo de lactagao
ndo resultou em contaminacao dos filhotes que estdo sendo amamentados (i.e.

se ha indicagdo de passagem via leite materno e absorg¢ao pelos filhotes).
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