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RESUMO

A Maléria é uma das mais devastadoras infeccdes parasitarias em regifes tropicais e
subtropicais do planeta, onde ela causa centenas de milhares de mortes anualmente. No Brasil,
a malaria é endémica na regido Amazonica e Centro-Oeste, e é causada, predominantemente,
por infecgcbes com Plasmodium vivax e Plasmodium falciparum transmitidas por mosquitos
do género Anopheles sp. Criancas com menos de 5 anos, pessoas imunodeprimidas e
gestantes que vivem em areas endémicas, sdo grupos da populacdo que estdo expostos a um
alto risco de desenvolver um quadro clinico de maléria de evolucdo grave e potencialmente
letal. A maléria durante a gravidez (ou maléria placentaria) também significa grande risco
para o feto, e esta associada a desfechos adversos da gravidez, como prematuridade,
natimortos, baixo peso ao nascer e abortos. Modelos de malaria durante a gravidez em
roedores ou malaria placentaria sdo Uteis para aprofundar a fisiopatologia desta forma clinica
da doenga, assim como para esclarecer como a infecdo e a gravidez atuando conjuntamente
alteram a cinética, 0 metabolismo e a distribuicdo de medicamentos antimalaricos. O objetivo
deste estudo foi verificar se ratas gravidas sdo modelos experimentais Uteis para estudar a
maléria placentéria e investigar se e como a infecgdo e a gravidez alteram a cinética de
farmacos antimalaricos. Ratos adultos (incluindo fémeas ndo gravidas) sdo sabidamente
resistentes a infeccdo com parasitas que causam malaria em roedores. Espera-se, entretanto,
que ratas gravidas sejam mais susceptiveis a infeccdo com Plasmodium sp que animais
adultos machos e fémeas ndo-gravidas. Se isto ocorrer, ratos poderiam constituir modelos
experimentais em roedores muito convenientes para investigar os efeitos da malaria e da
gravidez sobre a cinética de farmacos. Nés comparamos o curso clinico da infeccdo com P.
berghei ANKA em ratas Wistar gravidas (9-10 semanas de idade), jovens fémeas (4 semanas
de idade) e fémeas adultas nao gravidas (9-10 semanas de idade). Os resultados confirmaram
que ratas adultas ndo gravidas sdo de fato resistentes a infeccdo com P. berghei ANKA
enquanto as ratas gravidas e fémeas jovens sdo susceptiveis. Os nossos resultados indicaram
que ratas Wistar adultas gravidas infectadas com P. berghei (dia 7 de gesta¢do) desenvolvem
guadro de malaria placentaria semelhante ao notado em camundongos infectados, e
constituem um modelo adequado para estudar os efeitos associados da infeccdo e gravidez

sobre a farmacocinética de medicamentos antimalaricos.

Palavras-chave: Maléria. Gravidez. Plamodium berghei ANKA. Ratos Wistar. Antimalaricos.



ABSTRACT

Malaria is one of the most devastating parasitic infections in tropical and subtropical
regions of the world where it causes hundreds of thousand deaths every year. In Brazil,
malaria is endemic in the Amazon region and Western states where it is caused predominantly
by Plasmodium vivax and P. falciparum infections transmitted by Anopheles sp mosquitoes.
Children under the age of 5 years, immunosuppressed people and pregnant women living in
endemic areas are population groups at a high risk of having a severe and potentially life-
threatening clinical evolution of malaria infection. Malaria in pregnancy (or placental malaria)
also poses a great health risk to the unborn child, and is associated to poor pregnancy
outcomes such as preterm births, stillbirth, low birth weight and abortion. Rodent models of
malaria in pregnancy or placental malaria are useful to delve deep into the pathophysiology of
this clinical form of the disease as well as to elucidate how infections and pregnancy acting
together change the kinetics, metabolism and distribution of antimalarial drugs. The objective
of this study was to verify whether pregnant rats are a useful rodent model of placental
malaria to investigate if and how infection and pregnancy alter the kinetics of antimalarial
drugs. Adult (non-pregnant) rats are known to be resistant to infection with rodent malaria
parasites. Pregnant rats, however, are expected to be more susceptible than non-pregnant adult
animals to infection with Plasmodium parasites. If so, rats would be a very suitable rodent
model to investigate the effects of malaria and pregnancy on the drug kinetics. We compared
the clinical course of infections with P. berghei ANKA in pregnant Wistar rats (9-10 week
old), young female rats (4 week old) and adult non-pregnant females (9-10 week old). Results
confirmed that adult non-pregnant female rats are indeed resistant to P. berghei ANKA
infection, whereas pregnant and young female rats are susceptible. Our findings indicated that
Wistar rats infected with P. berghei (on pregnancy day 7) develop a placental malaria similar
to that noted in infected mice, and are a suitable model to study the combined effects of
infection and pregnancy on the disposition of antimalarial drugs.

keyword: Maléria. Pregnancy. Plamodium berghei ANKA. Rats Wistar. Antimalarials.
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1 INTRODUCAO

MALARIA

A maléria é o principal problema de satde puablica em muitos paises, principalmente
em paises tropicais e subtropicais em desenvolvimento, como mostra a figura 1 (CAMARGO
2003). Segundo dados do Ministério da Saude (2006), estima-se que cerca de 300 a 500
milhdes de pessoas sdo infectadas anualmente, ocorrendo mais de meio milhdo de mortes por
ano, sobretudo de criangas menores de 5 anos e gestantes. Apesar de ser uma doenca que
acarreta risco a metade da populacio mundial, sua incidéncia é maior na Africa, sendo

responsavel por 90% dos casos estimados (WHO 2015).

Figura 1 - Distribuicdo dos casos relatados de Malaria pelo mundo no periodo do ano 2000 a
2016

>1cases Certified malaria free since year 2000
Zero cases in 2016 1 No malaria
Zero cases (=23 years) Not applicable

Fonte: OMS (2017).

Na regido das Américas, o Brasil representa cerca de 50% dos registros de ocorréncias
dos casos de malaria, sendo dividido em duas areas: a regido endémica, constituida pelos
Estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rond6nia, Roraima e

Tocantins; e a regido ndo endémica, sendo constituida pelos demais estados, como mostra a
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figura 2. Cerca de 99,5% dos casos no Brasil ocorrem na regido Amazonia, onde as condigdes
socioecondémicas e ambientais favorecem a proliferacdo do vetor e sua interagdo com o0
parasito. Determinantes epidemioldgicos, como a forma de ocupacdo do solo e o
desmatamento, aumentam o risco de transmissdo da doenca. Sendo assim, pode-se dizer que a
Maléria possui uma dindmica de transmissdo dependente de variaveis como fatores
ambientais, socioculturais, econdémicos e politicos (BRASIL 2006; SARAIVA et al 2009).

Figura 2 - Mapa de risco da Malaria no Brasil

Legenda

Risco de transmissao
Sem transmissao

A

Baixo risco
B Médio risco 0 500 1000 1500 km
Bl Alto risco [ e |

Fonte: BRASIL (2017).

No Brasil existem trés espécies de Plasmodium causadores da malaria: Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax e Plasmodium malariae. A malaria € uma doenca
caracterizada, principalmente, por acessos de febre intermitente. Os primeiros sinais em um
individuo ndo-imune, sdo febre, dor de cabeca, calafrios e vomito, que aparecem usualmente
entre 10 e 15 dias apo6s a infeccdo, podendo evoluir para as formas graves da doenca (anemia
grave, dificuldade para respirar e malaria cerebral) e podendo levar a morte (WHO 2016).

A mélaria é¢ uma doenca infecciosa, produzida por protozoarios do género Plasmodium
e transmitida naturamente ao homem pela picada da fémea do mosquito do género Anopheles.
Seu agente etiologico, Plasmodium, possui ciclo de vida heteroxénico, ocorrendo no

Anopheles (hospedeiro invertebrado) a fase de desenvolvimento sexual exdgena ou
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esporogbnica e no homem (hospedeiro vertebrado) a fase assexual enddgena ou
esquizogobnica. A fase esquizogodnica ocorre em dois ciclos, o pré-eritrocitéario (assintomatico)
e o eritrocitario (responsavel pelo surgimento dos sintomas clinicos) (BRASIL 2006;
VELASQUEZ 2014).

Atualmente sdo descritas 5 espécies de Plasmodium que infectam o homem: P. vivax,
P. falciparum, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi, as quais o P. vivax, P. falciparum e P.
malariae, sao as espécies de maior importancia no Brasil (FRANCA et al 2008; WHO, 2016).

As manifestacdes clinicas da malaria ocorrem durante o ciclo eritrocitico do parasito,
em funcdo da grande perda de hemacias, devido a eclosdo dos esquizontes sanguineos e a
liberacdo dos merozoitos. A fase sintomatica inicial da infeccdo malérica é caracterizada por
mal-estar, cefaleia, vémito, cansaco e mialgia, que evoluem para o ataque paroxistico agudo,
ou acesso malarico, caracterizado por febre alta, calafrio e intensa sudorese. No caso da
malaria cerebral, provocada pelo P. falciparum, o parasito pode também comprometer
progressivamente o sistema nervoso central (FRANCA et al 2008; MACPHERSON et al
1985).

O género Anopheles é representado por cerca de 400 espécies, das quais no Brasil,
apenas 5 sdo consideradas vetores de importancia epidemiolégica. Séo elas: Anopheles
darlingi, Anopheles aquasalis, Anopheles albitarsis, Anopheles cruzi e Anopheles bellator,
conhecidos também como carapand, murigoca, mosquito-prego, suvela e pernilongo (BRASIL
2006; MACPHERSON et al 1985; WHO 2016).

O homem é considerado como fonte de infeccdo para 0 mosquito, enquanto houver
gametdcitos infectantes circulando no sangue, e em ndmero suficiente (BRASIL 2006).

Apo6s a fémea do anofelino ingerir sangue de um hospedeiro contendo as formas
sexuadas do parasita (gametdcitos femininos e masculinos), inicia-se no interior do seu
estdmago a reproducdo sexuada, dando origem ao oocineto, que atravessa a parede intestinal
do mosquito e aloja-se na membrana basal onde desenvolve-se em oocisto. No interior do
oocisto ha a formacéo de esporozoitos (forma infectante ao homem), que posteriormente irdo
migrar para as glandulas salivares do mosquito (BRASIL 2014; BARILLAS-MURY et al
2005).

Ao picar o homem, a fémea injeta uma pequena quantidade de saliva contendo o
parasito em sua forma infectante. Cerca de 30 minutos apos inoculagdo, inicia-se o ciclo pré-
eritrocitario, quando os esporozoitos invadem os hepatécitos (células do figado) e ocorrem as

primeiras reproducBes assexuadas, originando 0s esquizontes teciduais primarios que
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amadurecem e rompem o hepatdcito, liberando merozoitos, que caem na corrente sanguinea e
invadem as hemacias (YAMAUCHI 2007).

Apbs a liberacdo dos merozoitos, os que ndo sdo fagocitados parasitam os eritrocitos
(hemécias), dando inicio ao clico eritrocitario. Na hemécia, amadurecem e transformam-se em
trofozoitos. Estes multiplicam-se assexuadamente pelo processo de esquizogonia sanguinea,
resultando nos equizontes sanguineos, que posteriormente irdo romper e liberar 0s merozoitos,
que dardo continuidade ao ciclo, parasitando outras hemacias. Algumas dessas formas deixam
de multiplicar e sofrem alteracdes morfolégicas e funcionais, dando origem aos gametocitos
masculino e feminino (forma infectante ao vetor) que permanecem na corrente sanguinea até
serem ingeridos eventualmente pela fémea do Anofelino, dando continuidade ao ciclo
(BRASIL 2014).

Figura 3 - Ciclo de vida do plasmodium sp transmissor da
Malaria

estddio sexual:
formam-se gametécitos
masculinos ou femininos

gametdcitos

m G estddios no
‘ mosquito
gametas

ciclo nas }\‘
hemacias Q
—

0 mosquito consome o
parasita ao alimentar-se

de sangue
P hemicia oocineto
humana 0
0 mosquito injeta o parasita \ o
ao picar um ser humano ovacito

(&) gitimo
estadio no
mosquito

S

esporozoitos

estadio no

figado humano célula
hepatica

humana Q

Fonte: Wikipédia, 2018

MALARIA NA GRAVIDEZ

Mulheres gravidas séo particularmente vulneraveis a malaria. Tal fato ocorre devido a

alteracdo da imunidade provocada pela gravidez, tornando a mulher mais susceptivel a
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infeccdo malérica. A Maléria associada & gestagdo €é responsavel por varios efeitos
indesejaveis na gestante e no concepto. Na mde, hd um aumento do risco de formas
complicadas da doenca, como anemia grave, podendo resultar no 6bito materno. Para o feto,
envolve maior risco de aborto expontaneo, natimortalidade, prematuridade e baixo peso ao
nascer, responsavel por Obitos em criancas durante o primeiro ano de vida. Além da
associacao da susceptibilidade a malaria com a deficiéncia imunoldgica da gravida, a placenta
também € um fator impotante, por se constituir um local propicio para a multiplicacdo do
parasito, tornando as gravidas mais susceptiveis a doenca, com exacerbagdo dos sintomas e
maior risco de complicac6es (CHAGAS et al 2009).

A maléria congénita € uma condi¢do clinica rara, ocorre como resultado da
transmisséo vertical de parasitas de mée para filho, quando os parasitas da malaria atravessam
a placenta durante a gravidez, ou no momento do parto. Geralmente é identificada pela
presenca de formas assexuadas do parasito no sangue periférico (nos primeiros 7 dias de vida
ou mais tarde), caso ndao haja possibilidade de infecgdo pds-parto pela picada do mosquito
transmissor (LOKE 1982; LAOSOMBAT et al 1981; ODUOLA et al, 1986).

Plasmodium berghei ANKA

A infeccdo de roedores com varias espécies e linhagens de plasmddios tem sido
utilizada como modelo para estudos experimentais da fisiopatologia da maléaria. Em 1948,
Vincke & Lips encontraram em um pequeno roedor (“thicket rat”) silvestre da Africa Central
(Congo) uma nova espécie de plasmédio que foi por eles descrita e identificada como
Plasmodium  berghei. Posteriormente  constatou-se que era possivel infectar
experimentalmente no laboratdrio outros roedores como camundongos, ratos e hamster com o
P. berghei.

O P. berghei tem predilecdo por reticulécitos e pode desencadear uma infeccdo de
evolucdo letal em camundongos. Embora ratos jovens sejam susceptiveis a infeccdo, ratos

adultos sdo em geral mais resistentes a infeccdo com este parasito (Vincke & Lips 1948).

PRIMAQUINA

A primaquina (PQ) é um farmaco antimaléarico pertencente a classe de alcaloides

denominada quinolinas. Foi desenvolvida em 1925 e pertence ao grupo de antimaléricos do
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tipo 8-aminoquinolina, que apresentam propriedades terapéuticas eficazes. Diferentemente de
varios outros medicamentos utilizados para combater a maléria, estudos revelam que esse
farmaco age como esquizontecida tissular, atuando sobre as formas em desenvolvimento e
latentes (hipnozoitas) presentes nos hepatdcitos durante as infecgdes causadas por P. vivax ou
P. ovale e como gametocida, ou seja, a PQ atua nos gametdcitos maduros reduzindo a
infectividade de todas as espécies de plasmodios, até mesmo sobre as cepas multirresistentes
de P. falciparum. Seu uso é recomendado para promover a cura radical da malaria causada
por P. vivax ou P. ovale, terapia antirrecaida para pessoas extensivamente expostas a P. vivax
ou P. ovale, assim como para a profilaxia priméaria contra todas as espécies de malaria (VALE
et al 2009).

Em contra partida, em individuos predispostos com deficiéncia genética de glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD), a PQ é um poderoso indutor de anemia hemolitica e
metahemoglobinemia, doenca causada pelo aumento dos niveis de metahemoglobina (forma
oxidada da Hemoglobina, cujo Fe2+ da por¢cdo heme est4 oxidado ao estado férrico Fe3+ e,
por isso, ndo consegue ligar-se ao oxigénio) no sangue. Individuos portadores dessa
deficiéncia podem apresentar uma menor producdo do cofator NADPH, resultando no
prejuizo da atividade da NADPH metahemoglobina redutase e menor reducdo da meta-
hemoglobina, cujos niveis tendem a aumentar (BOLCHOZ et al 2001).

A gravidade da anemia hemolitica esta diretamente relacionada ao grau da deficiéncia
de G6PD e a quantidade de PQ administrada (CLYDE 1981).

Em atencéo ao risco de desencadear hemolise intravascular na mée e no feto, a PQ e as
8-aminoquinolinas sdo antimalaricos contraindicados na gravidez. E seu uso esta
condicionado a investigacdo genética quanto a esta deficiéncia (NOSTEN et al 2006).

A PQ possui rapida absorcdo no trato gastrointestinal, com biodisponibilidade oral de
96%, rapida e extensiva distribui¢do nos tecidos e cinética linear, apresentando pico sérico em
aproximadamente 3 horas ap0s administracdo e meia-vida de eliminacdo de cerca de 5-7
horas. E rapidamente metabolizada no figado, e somente uma pequena porcdo é excretada
inalterada, indicando extensa reciclagem intra-hepatica. E metabolizada principalmente por
enzimas monoaminoxidases (MAQOS) e, em menor extensdo, por monoxigenases ou enzimas
Citocromo P450, levando a formagéo da 5-hidroxiprimaquina, 5-hidroxidimetilprimaquina,
N-acetilprimaquina e do seu principal metabilito, a carboxiprimaquina (CONSTANTINO et al
1999; BRASIL 2001; PRIMAQUINA® 2017).
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Estudos propdem que o mecanismo de acdo da PQ envolve a formagdo de espécies
reativas de oxigénio que sdo tdxicos para os parasitos (VASQUEZ-VIVAR et al 1992;
IDOWU 1995).

Ganesan e colaboradores (2009) apontam como responsaveis pelo efeito hemolitico
deste fa&rmaco, os metabdlitos da PQ, gerados a partir da acdo de enzimas Citocromo P450.
Ensaios in vitro demonstraram que a PQ isoladamente ndo é hemotoxica, mas quando ela é
incubada com hemaécias normais, ou com hemacias deficientes de 6GPD, na presenca de
microssomos de figado humano ou de camundongos, ha grande aumento da formacdo de
metahemoglobinas e de espécies reativas de oxigénio (ROS, reactive oxygen species).
Entretanto, o estresse oxidativo é mais intensificado nas hemacias deficientes de G6PD.

Foi demonstrado que o0s metabolitos hidroxilados da primaquina séao
predominantemente gerados através do metabolismo pela CYP 2D6. Os metabdlitos fendlicos
da primaquina tem sido associados a anemia hemolitica observadas em idividuos deficientes
de G6PD (PYBUS et al, 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

Embora a incidéncia da malaria entre as populacGes em situacdo de risco e a
mortalidade devida a doenca tenham diminuido entre 2000 e 2015, ela continua sendo uma
ameaca a saude de quase metade da populagdo mundial, particularmente na Africa
Subsaariana e em regides tropicais das Américas e Asia. Nas regides em que a malaria é
endémica, criancas menores de 5 anos, gestantes, individuos imunodeprimidos, migrantes
ndo-imunes, populacbes moveis e viajantes sdo grupos particularmente vulneraveis a malaria.

Entre os farmacos comumente usados para tratar a maléria, a primaquina (PQ) e
algumas outras 8-aminoquinolinas destacam-se por serem 0s Unicos capazes de promover a
cura radical nos casos de infeccdes pelo P. vivax e P. ovale. Além disso, a PQ atua também
contra os gametocitos maduros de todas as espécies de Plasmodium, incluindo as cepas de P.
falciparum multirresistentes. Entretanto, o emprego desse farmaco € em grande parte limitado
pelo fato dela ser capaz de induzir a formacdo de metahemoglobinemia e, principalmente,
causar anemia hemolitica em individuos portadores de deficiéncia genética de glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD).

O uso da PQ é contraindicado na gravidez em virtude do risco de desencadear quadros
graves de anemia hemolitica, se a mée e ou concepto tiverem deficiéncia genética de G6PD.

A contraindicacdo de uso na gravidez tem desestimulado a investigagdo em
profundidade de outros eventuais efeitos adversos deste farmaco (em individuos néo
deficientes em G6PD), assim como a farmacocinética desse farmaco na gravidez. Informacdes
mais precisas sobre as condi¢cBes que potencialmente alteram a farmacocinética de
antimalaricos podem contribuir para a escolha de esquemas terapéuticos mais eficazes e que
representem menor risco para o paciente. Nesse contexto, situa-se a pesquisa sobre as
alteraces da farmacocinética da PQ na maldaria associada a gravidez.

Normalmente, em estudos de malaria experimental, sdo utilizados camundongos como
animais de experimentagdo por serem mais suscetiveis a infeccdo, porém em estudos
farmacocinéticos que requerem maior volume de sangue, a utilizacdo de camundongos torna-
se inviavel, sendo o uso de ratos mais apropriado. Entretanto, quando se trata do estudo de
antimalaricos na gravidez, por ndo existir um modelo apropriado de infeccdo em ratas

gravidas, costuma-se utilizar camundongos.
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Estudos recentes mostram que € possivel desenvolver malaria experimental em ratos
jovens utilizando o Plasmodium berghei, porém o rato adulto adquire imunidade protetora e
se cura naturalmente da infeccao.

Embora o rato adulto seja resistente a Maléria, é sabido que a gravidez altera o estado
de imunidade, tornando a mae mais suscetivel a infeccdo malarica. Foram encontrados na
literatura pouquissimos estudos de maléria experimental em ratas gravidas, sendo nenhum
deles recente.

Espera-se, com o presente estudo, elucidar o desenvolvimento da infeccdo por P.
berghei ANKA em ratas gravidas, assim como observar o desfecho da doenca sobre a
gravidez e os fetos.
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3 OBJETIVOS

3.1

3.2

Objetivo geral

Investigar se, e como, a infeccdo malarica (fase eritrocitica) evolui clinicamente em ratas
gravidas e ndo gravidas inoculadas com Plasmodium berghei ANKA. O propoésito desta
investigacdo, inserida em linha de pesquisa em andamento no laboratorio, é verificar se
ratas adultas podem ser utilizadas como modelo experimental, para esclarecer se e como
as varidveis gravidez e infecgdo, isoladamente e ou concomitantemente, sdo capazes de

alterar a farmacocinética de medicamentos antimalaricos.

Objetivos especificos

Comparar a evolucgdo clinica da infeccdo pelo P. berghei ANKA em ratas jovens e

adultas.
Comparar a evolucdo clinica da infeccdo pelo P. berghei ANKA em ratas adultas
gravidas e nao gravidas.

Verificar como a infeccdo pelo P. berghei ANKA evolui nas maes apds parto
espontaneo e se ha indicios de transmissdo vertical da infeccdo para a prole durante a

gravidez.

Avaliar os efeitos da infeccdo materna pelo P. berghei ANKA durante a gravidez

sobre a placenta e o desenvolvimento embrio-fetal da prole.

Avaliar se o rato € um modelo conveniente para investigar os efeitos da gravidez e da

infeccdo sobre a farmacocinética de medicamentos antimalaricos.
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4 METODOLOGIA

Todos os experimentos descritos nesta dissertacdo foram realizados nas dependéncias
do laboratdrio de Toxicologia Ambiental do Departamento de Ciéncias Biologicas da Escola
Nacional de Saude Publica (ENSP) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

4.1 ANIMAIS

Foram utilizadas para o presente estudo, ratas da linhagem Wistar, separadas em
experimentos distintos, como mostra a tabela 1.

Os animais foram obtidos do Centro de Criacdo de Animais de Laboratorios (CECAL)
da Fundacdo Oswaldo Cruz. O manuseio e utilizacdo dos ratos ocorreram de acordo com o
disposto na legislacdo brasileira de protecdo e bem-estar dos animais, e seguiu as diretrizes
para cuidados e uso de animais de laboratorio em pesquisa e para fins didaticos (DBCA)
publicadas pelo CNPq. Essas diretrizes nacionais estdo alinhadas com o contido no Guia para
Uso de Animais de Laboratério (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 8"
edition, 2011) publicada pelo Instituto Nacional de Saude dos EUA (US National
Institutes of Health).

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Tabela 1 - Esquema dos experimentos preliminares (I e 11) e principal (I11)

EXPERIMENTO 1 1 111

Estabelecer um modelo de
. . . Estudar o desfecho da
infeccdo em ratas gravidas/ 5 .
. . infeccéo sobre a gravidez /
Estudar como a infec¢cdo

Avaliar o curso da Estudar a farmacocinética

Objetivo: ) . ) pelo P. berghei evolui nas . ;
infeccdo em ratas jovens . i . da primaquina em ratas
maes apos parto espontaneo . .
L gravidas e infectadas por
e se ha indicios de .
) ) P. berghei
transmisséo vertical

n (grupo de estudo): 4 (jovens infectadas) 3 (gravidas infectadas) 22 (gravidas infectadas)

Idade: 4 semanas de vida 9-10 semanas de vida 9-10 semanas de vida
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Os experimentos | e Il foram estudos prévios para a realizacdo do experimento
principal, o experimento IlIl. Os animais do experimento Il foram separados em 4 grupos

experimentais, estes estdo descritos na figura 4.

Figura 4 - Grupos experimentais do experimento IlI.

l ! ! l

Grupol Grupo II Grupo I1I Grupo IV
(GI) (GID) (GIID) (GIV)
Gravidas Nao gravidas Nao Gravidas Gravidas
Naoinfectadas Nao infectadas Infectadas Infectadas
n= 15 n=16 n=10 n=22

Fonte: A autora, 2018.

4.3 ACASALAMENTO E EVOLUCAO DA GRAVIDEZ

As ratas foram transferidas para a gaiola de machos sexualmente maduros e
experientes, por duas horas, ao término da fase escura do fotoperiodo. Findo o periodo de
coabitagdo, as fémeas foram examinadas para a presenga de tampéo vaginal (plug) e pela
presenca de espermatozoides no lavado vaginal (confirmacdo da cépula). Nos casos em que
foi notado o plug e/ou a presenca de espermatozoides no lavado vaginal, as fémeas foram
consideradas gravidas (sendo o dia da confirmacdo da copula definido como dia zero da
gestacdo) e transferidas para gaiolas individuais.

Nos dias subsequentes, o procedimento foi repetido com as fémeas que néo
copularam, até que fosse atingido o nimero pretendido de fémeas gravidas para cada grupo
experimental.

No experimento Il, a gravidez evoluiu para o parto espontaneo, e as mées e seus
filhotes foram acompanhados durante todo periodo de amamentacdo. Na ocasido do desmame,

efetuado no dia 21 pds-nascimento, foi preparada lamina da distensdo sanguinea de gota de
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sangue retirada da ponta da cauda de cada filhote para verificar se teria ocorrido transmissao
vertical da infeccdo (infeccdo malérica congénita).

No experimento I11, as fémeas foram acompanhadas até o 21° dia de gravidez, dia em
que foram tratadas com o farmaco antimalarico primaquina e submetidas a eutanasia seguida
de cesariana. As fémeas que ndo acasalaram (ndo gravidas) foram também transferidas para
gaiolas individuais e, tal como as gravidas, acompanhadas por um periodo equivalente de 21
dias.

Os controles (ndo gravidas) foram acompanhados pelos dias correspondentes aos dias
de gravidez das gravidas. No dia correspondente ao dia 21 de gravidez, foram submetidos ao

tratamento com primaquina e/ou sacrificio.

4.4 INFECCAO

4.4.1 Plasmodium berghei ANKA

Neste estudo, escolhemos a linhagem Plasmodium berghei ANKA que causa uma
infeccdo grave e letal em camundongos de diferentes linhagens e que, de acordo com a
literatura, é capaz de infectar ratos jovens.

Os parasitos (plasmodios) foram originalmente cedidos pelo Laboratério de Pesquisas
em Malaria (IOC/FIOCRUZ) e, desde entdo, tem sido mantidos (hemécias de camundongos
parasitadas) no Laboratorio de Toxicologia Ambiental (DCB/ENSP/FIOCRUZ) congelados
em criotubos com solucdo de Alsever armazenados em botijoes apropriados contendo
Nitrogénio liquido (-196 ‘C).

4.4.2 Animal de passagem

Apesar dos cuidados durante os procedimentos de congelamento e criopreservagdo das
hemécias parasitadas em nitrogénio liquido, a possibilidade de o congelamento comprometer
a viabilidade dos parasitos ndo pode ser totalmente excluida. Por este motivo, optamos por
ndo utilizar o material congelado para infectar diretamente os animais envolvidos no
experimento, e sim inocular o sangue parasitado de um animal de passagem. Desta forma é
possivel também precisar o titulo do in6culo e padronizar melhor a carga de parasitos

empregada para a infecgéo.
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Assim, inoculacamos as amostras criopreservadas em um animal (camundongo) de
passagem e acompanhamos o desenvolvimento da infeccdo. Posteriormente, 0 sangue deste
camundongo em que a infec¢do evoluiu foi inoculado nos animais do experimento. Este
procedimento é conhecido como “procedimento de passagem” e os camundongos infectados
dos quais se retirou o0 sangue para infectar os ratos dos grupos experimentais séo denominados
“doadores”.

Neste trabalho, os doadores foram camundongos da linhagem DBA-2. Os animais de
passagem foram infectados com 0,2 mL da solucdo contendo sangue infectado com P.
berghei, por via intraperitoneal. Para inocular os camundongos DBA-2 de passagem
empregamos hemécias em solucdo salina, com a qual foi lavado o sangue parasitado mantido

em solucdo de Alsever, que havia sido congelado e armazenado em nitrogénio liquido.

4.4.3 Iné6culo

A partir da determinacdo da taxa de hemacias parasitadas (parasitemia) por volume de
sangue calculamos o fator de diluicdo do sangue do doador para obter um inéculo com titulo
almejado.

Neste estudo, o indculo empregado para infectar as ratas foi fixado em 10® hemacias
parasitadas (P. berghei ANKA) por animal, baseando-se nos achados de Pedroni e
colaboradores (2006). A contagem das células foi feita na camara de Neubauer, utilizando
um microscopio optico em objetiva de 20X.

Os camundongos doadores atingiram a taxa de parasitemia de aproximadamente 10%
por volta de uma semana ap6s a inoculacdo, época em que foi feita a coleta do sangue
posteriormente inoculado nas ratas dos diferentes grupos experimentais. As ratas foram
inoculadas por via intraperitoneal com 0,5 mL do sangue do doador infectado diluido em
salina, volume este que continha 10° células parasitadas (P. berghei ANKA).

Todas as ratas gravidas dos experimentos Il e 11l foram inoculadas com o parasito no

7° dia de gestacéo.

4.4.4 Taxa de parasitemia

A taxa de parasitemia, ou percentual de hemaécias parasitadas, foi determinado

calculando a proporgédo entre hemécias parasitadas, em lamina da distensdo de gota de sangue
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coletada a partir de pequena incisdo na ponta da cauda, e hemacias totais examinadas. O
percentual de hemadcias parasitadas é a razdo entre o nuimero de hemécias infectadas
(numerador) e o ndmero de células total de heméacias examinadas (denominador). Para o
calculo foi padronizado um total de 1000 células examinadas.

Ap0s a secagem do sangue e fixacdo em metanol, a lamina com a distensdo sanguinea
foi corada com o kit Panoptico.

A contagem das hemacias parasitadas foi feita com auxilio de microscopio Optico,
com objetiva de 100X e 6leo de imersao.

Nos experimentos | e I, tanto a taxa de parasitemia quanto o peso das ratas, foram
determinados em diferentes dias pds-inoculacdo. No experimento principal (l1l) a taxa de
parasitemia e a evolucao ponderal foram acompanhadas diariamente.

As ratas jovens (experimento I) foram acompanhadas por 25 dias ap0s a inoculagéo.
No outro experimento preliminar (experimento 1), a evolugéo da infecgéo foi acompanhada
até a taxa de parasitemia atingir zero, o que ocorreu aproximadamente 5 dias apds o parto
espontaneo. No experimento principal (experimento Ill) a evolucdo da infeccdo das ratas
gravidas foi monitorada até a gravidez a termo (21° dia de gestacdo), dia em que foi realizada

a eutanasia programada e os fetos removidos por cesarea post-mortem.

4.5 CESAREA POST-MORTEN

Apds a eutanasia programada, das ratas do experimento Ill, por inalacdo forcada de
CO, e constatacao do 6bito, foi feita incisdo na parede abdominal para retira do Gtero gravido
e seu conteldo (cesarea). Este procedimento ocorreu no 21° dia de gestacdo das gravidas, ou
seja no dia que antecede aquele (22° dia) em que geralmente ocorre (moda da distribuicdo de
duracdo da gravidez) o parto espontaneo.

O utero gravidico foi retirado e pesado com todo o seu conteudo e, posteriormente,
aberto com cuidado. Os fetos e suas respectivas placentas foram retirados, pesados, e
posteriormente examinados, quanto ao aspecto externo e vitalidade. As posicgdes relativas dos
fetos no utero, bem como o nimero de reabsorgdes visiveis (precoce, intermedidria e tardia),
também foram registrados. Cada feto foi marcado com uma caneta, de modo que pudesse ser
identificado nas fases subsequentes de processamento. Em seguida, toda a ninhada foi

submetida a eutanasia, antes de ser fixada em formalina a 5% e armazenada para analise



27

posterior. As placentas foram fixadas em formalina em tampao Millonig e armazenadas para
processamento histopatoldgico posterior.

Ap0s os fetos terem sido removidos, foi feito o método descrito por Salewiski (1964)
para coloracdo dos sitios de implantacdo no Utero e contagem. Os ovarios foram retirados,
limpos do tecido adiposo adjacente, e 0 nimero de corpos luteos gravidicos foi determinado.

Ainda, os figados e bacos das mées foram examinados macroscopicamente e pesados.

Apls a inoculacdo do parasita, a evolucdo clinica da infeccdo foi acompanhada

cuidadosamente, sendo registradas todas as alteracGes relevantes apresentadas pelo animal.
4.6 TRATAMENTO DOS ANIMAIS DO EXPERIMENTO 111
4.6.1 Primaquina

No dia 21 de gravidez, antes da eutanésia, as ratas foram tratadas com solug&o salina
do farmaco antimalarico difosfato de primaquina (PQ) fornecido pelo Instituto de Tecnologia
em Farmacos da FIOCRUZ (Farmanguinhos, Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

O difosfato de primaquina foi dissolvido em salina tamponada (PBS 1x), de modo a
obter uma soluc&o do farmaco com a concentracdo de 40 mg.mL™, em termos de primaquina
base. As solugdes foram preparadas no mesmo dia do tratamento e mantidas sob-refrigeracéo

(+4°C) e ao abrigo da luz até serem utilizadas.

4.6.2 Via de administracdo

O antimalarico (PQ) foi administrado por via oral por meio de cénula géstrica
(gavagem). O volume administrado a cada animal foi ajustado de acordo com o peso corporal,
de forma que todos receberam a dose de 40 mg de PQ (equivalentes a primaquina base) por
kg do animal, ou seja, 0 volume de 1 mL por kg de peso corporal da solu¢do de 40 mg (PQ

base) x mL™.
4.6.3 Coleta do sangue

Os intervalos de tempo apds o tratamento selecionados para a coleta do sangue, e

construcdo da curva das alteracdes de niveis plasmaticos ao longo do tempo (eliminagdo da
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PQ), foram 15, 30, 60, 90 e 120 minutos. Aproximadamente 500 pL de sangue foi coletado
pela veia lateral da cauda do animal com auxilio de agulha heparinizada. Apos a coleta em
tubos tipo Eppendorf com capacidade de 1,5 mL, com o anticoagulante heparina, o sangue foi
centrifugado para separacdo do plasma que foi imediatamente congelado (-20°C) e

armazenado para ser analisado posteriormente.

4.6.4 Analise (Determinacdo dos niveis plasmaticos de primaquina)

As amostras de plasma serdo posteriormente analisadas por cromatografia em fase
liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a detector de ultravioleta-visivel em rede de diotos
(DAD-UV-VIS) em aparelho Shimadzu Nexera XR no Laboratério de Toxicologia Ambiental
da DCB/ENSP/FIOCRUZ.

O método de extracdo e as condigdes cromatogréaficas que serdo utilizadas para
determinacdo dos niveis plasmaticos de primaquina foram validadas, e estdo descritas em
detalhe na Dissertacdo de Mestrado de Ana Paula Barbosa do Carmo (2015) e em artigo

publicado pelo grupo (Carmo et al 2017).
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5 RESULTADOS

5.1 CURSO CLINICO DA INFECCAO COM P. berghei ANKA EM RATAS JOVENS
(EXPERIMENTO I)

Foi possivel constatar que a infecgdo evoluiu clinicamente nas quatro ratas jovens que
receberam o indculo de P. berghei ANKA.

Uma das ratas (F4) no décimo primeiro dia pds-infeccdo, ap0s ter apresentado niveis
crescentes da taxa de parasitemia até atingir o maximo de 8%, apresentou quadro neuroldgico
de instalacdo rapida caraterizado por sintomas como paralisia, ataxia, torpor, e incapacidade
de abrir a boca, alimentar-se e beber dgua. Constatados estes sintomas compativeis com
quadro de malaria cerebral, esta rata foi imediatamente submetida a eutanésia.

Nas outras trés ratas (F1, F2, F3) infectadas a evolucdo da taxa de parasitemia,
entretanto, diferiu acentuadamente, exibindo picos que variaram de 50% a 30%, e pouco
menos de 10%, como pode ser visualizado na Figura 4. Em todas as ratas inoculadas, apds
atingir o valor maximo entre 10 e 15 dias apés a inoculacdo, taxa de parasitemia decresceu
progressivamente para alcancar uma aparente cura (0%), ap6s o 20° dia e antes do 25° dia

pos-infeccdo (Figura 5).

Figura 5 - Experimento I: Evolucdo da taxa de parasitemia nas ratas jovens

inoculadas (10° células parasitadas/rata, ip) com P.berghei ANKA

50-
40
30-

204

(% hemacias infectadas)

104

Dias pos-infeccao

Fonte: A autora, 2018.
Nota: Com excecdo da rata que foi sacrificada (F4).
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52 CURSO CLINICO DA INFECCAO COM P. berghei ANKA EM RATAS
ADULTAS GRAVIDAS E NAO-GRAVIDAS (EXPERIMENTO I1)

5.2.1 Gravidez e evolucao clinica da infeccdo em ratas adultas

Trés ratas adultas ndo gravidas foram inoculadas sob as mesmas condicGes das
ratas gravidas. Nao foram detectadas hemdcias parasitadas nas laminas com distensao
sanguinea do sangue dessas trés ratas coletado nos dias subsequentes (até o dia 25) pos-
inoculagdo, ou seja, o inodculo ndo infectou essas ratas adultas. Por outro lado, trés ratas
adultas que comprovadamente acasalaram receberam o indculo no dia 7 de gravidez (dia
em que copularam = dia 0). Duas destas ratas apresentaram elevacGes consistentes e
progressivas das taxas de parasitemia que atingiram os valores maximos de 7% a 10%
entre os dias 10 e 16 pos inoculagdo (dias 17 e 23 de gravidez, respectivamente) (Figura
5). Uma das duas ratas (F1) teve um ganho de peso discreto durante a gravidez e pariu
apenas um filhote morto (natimorto) no dia 22 de gestacdo. Apés a eutanasia, o exame do
Utero desta fémea com o emprego da técnica de Salewisk (1964) revelou onze sitios de
implantacdo, indicando elevado nimero de perdas gestacionais pés-implantacdo. Apos o
parto, o percentual de hemécias parasitadas diminuiu ainda mais e chegou a zero (Figura
6). A gravidez da F2 evoluiu para o parto espontdneo com o nascimento de ninhada com
onze filhotes vivos. Da mesma forma que havia ocorrido com a fémea 1, A taxa de
parasitemia da F2 aumentou ligeiramente, em seguida, apés o parto, diminuiu
abruptamente, a ponto de ndo serem mais encontradas células parasitadas no exame de
distensdo sanguinea (% de hemécias parasitadas = 0).

A outra rata que havia acasalado (copula comprovada pela presenca de
espermatozoides no lavado vaginal), a F3, nos dias subsequentes a inoculacdo (dia 7 de
gravidez ou pds-acasalamento) apresentou elevacéo transitdria e de pequena magnitude da
taxa de parasitemia que retornou a zero. Esta rata ndo deu a luz a filhotes e, apds a
eutanasia, o exame do Utero (método de Salewski 1964) constatou a auséncia de sitios de
implantacdo. Neste caso ndo é possivel saber ao certo se a cOpula ndo resultou em
fecundacdo, ou se houve fertilizagdo dos dvulos seguida de perdas gestacionais pre-
implantacdo, durante a implantacdo ou no periodo imediatamente posterior (época da

inoculacdo do parasita), porque 0 método de Salewiski (1964) sé revela pontos em que
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ocorreram implantacGes apds estas terem se estabelecido e o processo de placentacdo ter

evoluido durante algum tempo.

Figura 6 - Experimento Il: Evolucdo da taxa de parasitemia das ratas que
comprovadamente acasalaram (gravidas) e que foram inoculadas com P.
berguei ANKA (10° células parasitadas/rata, ip) no dia 7 de gravidez (dia 7

ap0s a comprovacao da copula)

124 lParto .
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= 2 6q
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2-
D I I 1 ] 1
D - \B \‘: ,‘}\ .\:e

Dias pos-infeccio

Fonte: A autora, 2018.
Nota: A % de hemacias parasitadas foi determinada em diferentes dias até 25 dias apds a

inoculagdo ou 32 dias ap6s o acasalamento. A parte sombreada na figura representa o
periodo que antecedeu o parto espontaneo. Os partos espontaneos das fémeas 2 e 3
ocorreram os dias 15 e 16 p6s inoculagdo ou 22 e 23 de gravidez. A fémea 1 ndo pariu
filhotes vivos ou mortos e ndo apresentou sitios de implantacdo no Gtero quando este foi

examinado (método de Salewski) ap6s a eutanésia.

5.2.2 Evolucdo clinica dos filhotes das ratas infectadas no dia 7 de gravidez com P.

berghei ANKA.

O exame clinico dos filhotes e a analise das laminas com a distensdo do sangue dos
filhotes, mostrou que um dos filhos da fémea 3 estava infectado. Este filhote, ao longo do
periodo de amamentacdo, passou a apresentar peso corporal claramente inferior ao dos demais
membros da ninhada (Tabela 2 e Figura 7), além de acentuada palidez e pilo-erecéo.

Trés dias apos o desmame, este filhote apresentou 83% de hemacias parasitadas, 0

percentual mais elevado registrado neste estudo, com poucas hemdacias maduras e
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preponderancia de reticuldcitos infectados nas ldminas com a distenséo do sangue periférico.

Dias ap0s o este registro o filhote morreu.

Tabela 2 - Peso corporal e resultado do exame do sangue (% de hemécias parasitadas) no dia do

desmame (dia 21 pés-natal) dos filhotes da fémea 3 que havia sido infectada com P.berghei

ANKA no dia 7 de gravidez

FLS FL6 FL7 FL8 FL9 FL10 FL11

Filhote FL1 FL2 FL3 FL4
Sexo M F F F
Peso (g) 43 41,48 46,24 45,9

% de células 0% 48% 0% 0%
infectadas

F F F F F F M

45,04 4599 46,33 48,84 4851 49,79 48,34

0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

Legenda: FL — filhote; M — macho; F — fémea

Figura 7 - Filhote nascido da fémea 3 (infectada com P. berghei ANKA) com sinais

clinicos (palidez e pilo-erecdo) de infeccdo e esfregaco sanguineo, feito a partir de uma

amostra de sangue do filhote

Fonte: A autora, 2018.

Legenda: A - Filhote nascido da fémea 3 infectada com P. berghei ANKA com sinais clinicos (palidez e pilo-

erecdo) de infeccdo B - Esfregaco sanguineo, feito a partir de uma amostra de sangue do filhote, corado com

kit para coloracdo Pandtico Rapido, observado em objetiva 100X com oOleo de imersdo. Observa-se a

presenca de trofozoitos e esquizontes sanguineos.
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5.3 EFEITOS DA INFECCAO MATERNA COM P. berghei ANKA SOBRE O
DESFECHO DA GRAVIDEZ E FARMACOCINETICA DA PRIMAQUINA EM
RATOS (EXPERIMENTO IlIlI)

5.3.1 Evolucéo clinica de ratas gravidas e ndo-gravidas infectadas com P. berghei ANKA

Como indicado no diagrama (Tabela 3), 22 das 27 ratas inoculadas com P. berghei no
dia 7 de gravidez desenvolveram a infeccdo que, em 6 destas ratas, evoluiu para o 6bito antes
que fosse feita a eutanasia e cesarea programadas para o dia 21 de gravidez. No caso das
demais 16 ratas infectadas, a infeccdo e a gravidez evoluiram até o 21° dia de gestacdo quando
foi realizada a eutanasia e cesarea post-mortem. Das 10 ratas ndo gravidas (grupo controle;
GIII) que foram inoculadas, 5 apresentaram um aumento transitério da taxa de parasitemia
que apds atingir um valor maximo de pequena magnitude regrediu a niveis em que nenhuma
hemécia parasitada foi encontrada (% de hemadcias parasitadas = zero) antes do 14° pds-
inoculacdo. No caso do grupo de ratas gravidas infectadas, o dia 14 pds-inoculacdo

corresponde ao 21° dia de gravidez .

Tabela 3 - Representacdo esquematica do desfecho da inoculagédo de P. berghei
ANKA em ratas Wistar adultas ndo gravidas (grupo I11) e gravidas (grupo 1V)

GllIl GlvV

Grupo N&o gavidas Gravidas

Infectadas Infectadas
Total de ratas inoculadas 10 27
Parasitadas que sobreviveram até o 21° 5 16
dia de gravidez/14° dia p6s-infeccao
Parasitadas morreram antes do 21° dia 0 6
de gravidez/14° dia pos-infeccéo
Nao parasitadas 5 5

A taxa de parasitemia nos animais inoculados e infectados s6 foi possivel ser
calculado a partir do 3° dia pds-infeccdo (9° dia de gravidez), quando a presenca de hemacias
parasitadas comecou a ser observada. Entre as gravidas, a taxa de parasitemia aumentou

gradualmente até o dia 21 de gravidez, quando as ratas foram eutanasiadas e os fetos
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removidos (cesarea). As ndo gravidas que desenvolveram a infec¢do evoluiram para a cura
antes do dia programado para a eutanésia (14 dias ap0s a inoculagdo), como mostra a figura 8.

Figura 8 - Evolucdo da taxa de parasitemia das ratas gravidas (GIV) e ndo gravidas

(GI) inoculadas com P. berghei ANKA

-8~ Nao gravidas (GIII)
8-
B - Gravidas (GIV)
6
§ 4-
E
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0

I I I I L] I
NS ISIIIREEL SO

I
Dias de gravidez

Fonte: A autora, 2018.
Nota: Todas as fémeas gravidas foram inoculadas no dia 7 de gestagdo. O indculo (padronizado) foi
administrado por via intraperitoneal e correspondeu a 10® hemacias parasitadas (P. berghei ANKA)

por animal.

As 6 fémeas gravidas do grupo IV que morreram antes do dia programado para a
eutanasia (dia 21 de gravidez) apresentaram percentual maximo de hemacias parasitadas
consideravelmente superior aquela alcancada pelas que sobreviveram até o final da gravidez
(21° dia de gestacdo) (Figura 9). As ratas gravidas inoculadas morreram no 19°, 20° e 21° dia
de gestagdo. Ainda, foi verificado que todas essas fémeas haviam entrado em trabalho de
parto, porém ndo chegaram a expulsar os filhotes, exceto uma que morreu no 20° dia de
gravidez e chegou a expulsar dois filhotes, um deles foi encontrado limpo e fora do saco

amnioético, o outro ainda estava no saco amniotico.
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Figura 9 - Evolucdo da taxa de parasitemia (P. berghei ANKA) nas fémeas gravidas
(grupo GIV) que morreram antes do dia programado para eutanasia e naquelas que

sobreviveram até o 21° dia de gestacéo
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Fonte: A autora, 2018.

5.3.2 Evolucdo clinica da infeccdo causada pelo P. berghei ANKA em ratas gravidas:

sinais e sintomas

A evolucdo da infeccdo com P. berghei ANKA resultou em consideravel aumento e
enegrecimento do baco e também escurecimento do figado constatados por ocasido da
necropsia. As alteracbes mais marcantes, notadas em todas as ratas infectadas, ocorreram nos
bacos, com aumento significativo de tamanho e peso, o maior dos quais pesou 10,36g.
Durante a gravidez o figado das ratas aumenta de tamanho em relagdo ao tamanho do 6rgdo
antes da gravidez o que pode ser inferido pela comparacdo dos pesos do figado de ratas (de
mesma idade) gravidas e ndo gravidas ndo infectadas. Esse aumento fisioldgico do érgdo nédo
foi alterado pela infeccdo das ratas gravidas. O efeito hepatico mais notavel da infeccdo foi a
alteracdo de cor. Como pode ser visto nas figuras, a infeccdo ndo alterou o tamanho dos
figados no presente estudo (Figuras 10, 11 e 12).

As ratas adultas infectadas apresentaram outros sinais e sintomas clinicos tipicos da
malaria em roedores, tais como palidez, pilo-erecdo e prostragdo. Algumas ratas infectadas
ndo exibiram o comportamento tipico de preparar o ninho quando a gravidez (a termo) se
aproximou da data do parto. De um modo geral, a intensidade dos sinais clinicos observados

foi proporcional ao percentual maximo de hemécias parasitadas registrado apds a inoculagéo.



Figura 10 - Comparacdo entre os pesos médio dos bagos dos quatro grupos do

experimento 111

Peso (g)
o
L

Fonte: A autora, 2018.

Nota: Os pesos dos bagos foram registrados por ocasido da necropsia no dia da eutanésia das
ratas (ap6s o tratamento com PQ). A eutandsia foi feita no 21° dia de gestacdo das ratas dos
grupos | e IV. As fémeas dos grupos Il e Ill, de mesma idade e procedéncia, foram
acompanhadas por 14 dias p6s-inoculagdo e também eutanasiadas.

Legenda: Gl — Gravidas ndo infectadas; Gl — N&o grévidas ndo infectadas; GIII — N&o
gravida ndo infectada; GIV — Grévida infectada. *Ratas do grupo Il1 (GlIl) que apresentaram

hemécias parasitadas. 2Ratas do grupo 11 (GlII) que ndo apresentaram hemacias parasitadas.

Figura 11 - Peso dos bacos das fémeas do grupo 1V (gravidas inoculadas com
P. berghei no dia 7 de gestacdo) e que morreram antes do dia da eutanasia

programada.

Peso (2)

S S R ST
Dia de gravidez

Fonte: A autora, 2018.
Nota: Os bagos foram removidos e pesados logo apds a verificagdo da morte das ratas
infectadas. A linha paralela ao eixo da abcissa representa a média dos pesos dos bagos das

fémeas do grupo IV que sobreviveram até o 21° dia de gestacéo.

36
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Figura 12 - Comparacao entre os tamanhos, cor e aspecto externo do baco e figado normal,
tipico de ratas ndo infectadas, e 0 baco aumentado e figado escurecido de uma rata gravida

infectada com P. berghei ANKA por ocasido da eutanasia no dia 21 de gravidez

Fonte: A autora, 2018.
Legenda: A: Comparacéo entre os bagos de uma rata infectada e uma rata ndo infectada. B: Figado e bago de

uma rata infectada. C: Figado e baco de uma rata ndo infectada.

5.3.3 Desfecho da gravidez de ratas controles (ndo inoculadas, Gl) e inoculadas com P.
berghei ANKA no dia 7 de gestacdo (GIV).

Quando comparado ao grupo | (gravidas ndo infectadas), ndo foi observado relevancia
nas observacdes de reabsorcGes e quantidade de filhotes no grupo IV (gravidas infectadas),
como mostra a tabela 4.

Foi observada uma leve diminui¢do na média de peso dos filhotes das maes infectadas
em comparacdo com a média de peso dos filhotes das maes sadias, assim como um leve
aumento do peso das placentas dos filhotes das mées infectadas quando comparados ao das
mées ndo infectadas. As diferencas nos pesos de fetos e placentas ndo séo relevantes (Figura
13).
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Tabela 4 - Parametros registrados por ocasido da cesarea de ratas gravidas ndo inoculadas (Gl)
e infectadas com P. berghei ANKA (GIV) realizada no dia 21 de gestacdo. As cesareas foram

no dia da eutanasia programada ou logo ap6s a morte das ratas em decorréncia da infec¢do. Os
valores sdo médias+DP.

Grupos: ?I-.Controle . GIV _
(no infectadas) (inoculadas com P. berghei ANKA)
Dia de graviNdez da eutanési.a ou morte Eutanasia no dia 21 Eutanasia no dia 21 Morte no dia 21
néo programada:
N 15 16 3
Corpos Luteos gravidicos, (N). 112+£272 126 +15 12+3
Implantacdes, (N) 111+21 12,0 + 2,08 136+21
NUmero total de reabsorcoes, (N) 09+0,7 1,1+14 06+1,1
Reabsorgdes precoces, (N) 0,1+0,3 02+£04 0
Reabsor¢des intermediarias, (N) 0,7+0,7 09+1,34 06+11
Reabsor¢des tardias, (N) 0,1+0,3 0 0
Tamanho da ninhada, (N) 10,3+1,9 10,8+2.2 13+1
Peso dos fetos/filhotes, (9). 46+04 44+04 2,8+0,54
Peso das placentas, (g) 0,5+0,0 05+0,1 0,8+0,1

Nota: A ninhada foi a unidade de célculo estatistico. As comparagdes estatisticas (teste t de Student) ndo
revelaram diferencas entre as médias dos parametros do grupo controle (GI) e dos animais do grupo inoculado
com P. berghei (GIV) que sobreviveram até a eutanasia programada para o dia 21 de gestacdo, porém revelaram
diferencas entre as médias dos pardmetros do grupo controle (GI) e dos animais do grupo inoculado com P.
berghei (GIV) que morreram no dia 21 de gestacao.

Figura 13 - Comparacéo entre as médias (£DP) dos pesos dos fetos e das placentas das ratas

grupos | (controle ndo inoculada) e 1V (inoculadas com P. berghei ANKA no dia 7 de gravidez)



39

Peso (g)

Fonte: A autora, 2018.
Nota: A ninhada foi a unidade de analise estatistica. Os pesos foram obtidos apds cesareas realizadas no 21° dia

de gestacéo.
6 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostraram que, em ratas Wistar jovens (4 semanas de
idade), originarias da col6nia mantida pela FIOCRUZ, a injecdo intraperitoneal de hemacias
parasitadas com P. berghei ANKA resultou em infeccdo, com aumento gradual da taxa de
parasitemia (% de hemécias parasitadas) até atingir um nivel maximo (pico) por volta do 15°
dia apds a inoculacdo. Tal como descrito na literatura (QUINN & WYLER, 1980), ap6s o 15°
dia, ha um decréscimo acentuado da taxa de parasitemia e resolucdo da infeccdo que, nas
nossas ratas, ocorreu entre 0 20° e 25° dia p6s inoculacdo (Figura 4). Os niveis maximos de
parasitemia alcancados em 02 (30 a 55%) das 04 ratas inoculadas sdo compativeis com o que
geralmente tem sido descrito na literatura (Quinn & Wyler, 1980). A terceira rata, porém
exibiu percentuais de hemécias parasitadas mais baixos, sem apresentar claramente um pico,
mas que evoluiu também para a resolucdo da infecdo. Variacdes dos niveis maximos da taxa
de parasitemia, e do curso desta, podem dever-se em parte as eventuais imprecisdes da
quantidade de parasitas (tamanho do indculo) injetada ou, provavelmente, as variacGes da
intensidade da resposta imune do hospedeiro. Digno de nota é o fato de uma quarta rata
inoculada ter apresentado niveis crescentes de parasitemia até atingir 8% de hemacias
parasitadas no 11° dia pos inoculagdo, quando exibiu quadro neuroldgico de instalagéo répida
caraterizado por sintomas como paralisia, ataxia, torpor, e incapacidade de abrir a boca,
alimentar-se e beber dgua. Constatados estes sintomas compativeis com quadro de malaria
cerebral, esta rata foi imediatamente submetida a eutanasia. Segundo Kamiyana et al (1987),
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dependendo de certas condic¢des, o P. berghei pode desencadear em ratos infectados um
quadro neurolégico semelhante ao da maléria cerebral. Estes autores salientam que h&a uma
dose Otima de parasitas (ou tamanho 6timo do indculo) capaz de produzir malaria cerebral
(MC) em ratos, e que incidéncias mais baixas de MC séo obtidas quando a dose ou tamanho
do in6culo € maior ou menor do que aquele que é o mais eficaz. Kamiyama et al (1987)
sugerem que ndo ha uma clara correlacdo entre os niveis de parasitemia e o aparecimento de
sintomas neuroldgicos compativeis com maléaria cerebral em ratos.

Além disso, os dados apresentados nesta Dissertacao indicam que ratas Wistar adultas
(9 a 10 semanas de idade) ndo gravidas sdo muito mais resistentes a infeccéo pelo P. berghei
ANKA do que as jovens procedentes da mesma col6nia. Em experimento preliminar
(Experimento 1), 3 ratas adultas ndo gravidas inoculadas com o parasita ndo apresentaram
hemaécias parasitadas em nenhum dos sucessivos exames de distensfes sanguineas realizados
até o 25° dia p6s inoculacdo. No experimento principal (experimento I11), envolvendo 10 ratas
adultas ndo gravidas, hemécias infectadas ndo foram detectadas nos sucessivos exames de
sangue de 5 ratas cujas taxas de parasitemia foram monitoradas até o 25° dia pds inoculacgéo.
Considerando conjuntamente os dois experimentos pode-se dizer que apenas 38,5% (5/13) das
ratas adultas (9-10 semanas) ndo gravidas inoculadas com P. berghei ANKA desenvolveram a
infeccdo. Esta proporcdo é muito inferior aquela (100%, 4/4) obtida quando o P. berghei
ANKA foi inoculado em ratas jovens (4 semanas de idade). No grupo de ratas adultas nédo
gravidas que desenvolveram a infeccdo, a doenca foi bem mais branda, sem sintomas
discerniveis, e com niveis maximos de parasitemia de apenas 2% ou menos, alcangados no
16° dia pds inoculacdo. O exame do sangue das ratas adultas ndo gravidas infectadas ndo
acusou hemadcias parasitadas 20 dias apds a inoculagdo indicando que houve total remisséo da
doenca (Figura 7).

O éxito da inoculacdo do P. berghei em fémeas gravidas, e o curso clinico da infeccao
nessas ratas, foram consistentes com a hipotese levantada na Introducdo desta dissertacdo de
que a gravidez torna ratas adultas (9-10 semanas de idade) susceptiveis ao parasita. Em
experimento preliminar (Experimento 1I) verificamos que 2 das 3 ratas que haviam acasalado
com o macho (copula comprovada pela presenca de espermatozoides no lavado vaginal)
exibiram um crescimento notavel das taxas de parasitemia durante a gravidez, o que se tornou
evidente a partir do 3° dia de infeccdo (10° dia de gravidez) como mostra a Figura 5. Em uma
dessas fémeas (F1) a taxa de parasitemia decresceu depois desse dia, ndo sendo o parasita

detectado no sangue apds o 19° dia de gravidez (12° dia pés inoculago). E possivel que essa
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rata (F1) tenha tido perdas gestacionais porque ela pariu apenas um filhote morto (natimorto)
no 22° dia de gestacdo. A outra rata gravida inoculada com P. berghei exibiu um aumento
gradual e consistente da parasitemia até dia do parto espontaneo, seguido por um rapido
decréscimo dos niveis de hemacias parasitadas no periodo pos-parto (periodo de
amamentacdo). Os parasitas desapareceram completamente do sangue da rata por volta do 25°
dia pos-inoculagdo. Essa rata (F2) deu a luz a 11 filhotes vivos. A terceira rata (F3) exibiu
apenas discreta e transitéria elevacdo da taxa de parasitemia que prontamente retornou a zero.
A rata F3 ndo tinha sitios de implantacdo visiveis no Gtero, indicando que neste caso nédo
houve fecundagéo, ou entdo os produtos da concepgédo foram perdidos antes ou durante o
periodo peri-implantagéo.

A escolha do dia 7 de gravidez (época em que ocorre a implantacdo do blastocisto no
utero e tem inicio a placentacdo) para inoculacdo do parasita nas ratas gravidas se deveu a
hipotese plausivel de que a maior susceptibilidade das fémeas gravidas resulta do
acometimento da placenta (“malaria placentaria”). Como vimos, os resultados deste
experimento preliminar foram consistentes com essa interpretacdo. A taxa de parasitemia da
rata F2 decresceu rapidamente apds o parto e expulsdo das placentas. No caso da rata F1, a
parasitemia diminuiu bem antes do parto, mas a ninhada resumiu-se a um Unico feto
natimorto. Quando ndo foram detectadas implantacgdes (caso da rata F3), indicando que a rata
ndo estava gravida ou que a gestagdo ndo progrediu a ponto de formar a placenta, o
percentagem de hemadcias parasitadas foi muito baixa e ndo houve elevacdo consistente da
parasitemia. De fato, varios estudos sugerem que a infeccdo pelo P. falciparum no homem, e
pelo P. berghei em roedores (camundongos e ratos) durante a gravidez resulta em intensa
infiltracdo de hemécias parasitadas na rede vascular da placenta (espagos intervilosos), um
local onde o parasita esta aparentemente protegido da resposta imune materna. Esta infiltracdo
intensa de hemadcias parasitadas na placenta, e a resposta a ela, parecem ser 0s eventos
primariamente responsaveis por todas as complicacdes fetais, e pelos percentuais mais
elevadas de hemécias parasitadas e maior gravidade da doenca materna (SHARMA &
SHUKLA, 2017, HVIID et al 2010, REEDER 2009, SABA et al 2008; NERES et al 2008,
TEGOSHI et al 1992).

No experimento principal (Experimento Il1), 27 ratas comprovadamente gravidas (i.e.,
gravidez confirmada pela presenca de sitios de implantacdo no utero) foram inoculadas com o
P. berghei no dia 7 de gestacdo. Destas fémeas gravidas, apenas cinco ndo exibiram hemacias

parasitadas nos sucessivos exames de distensdes sanguineas. Portanto, considerando
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conjuntamente os experimentos preliminar e principal (Il e IlI), a inoculagdo resultou no
desenvolvimento de infeccdo em 83,3% (25/30) das ratas consideradas gravidas por terem
acasalado. E possivel que a rata F3 embora tivesse acasalado ndo tenha engravidado porque
ndo tinha filhotes e sitios de implantacdo no Utero. Se excluirmos essa rata o indice de sucesso
seria ainda maior (86,2%; 25/29). De qualquer modo, este percentual de éxito da inoculagéo
do P. berghei registrada entre as ratas gravidas é bem superior ao percentual observado entre
as fémeas ndo gravidas (38,5%) de idade idéntica e originarias da mesma colonia. Além disso,
0 curso da infeccdo (percentual de hemacias parasitadas) entre o dia da inoculacdo e o da
eutandsia programada (cesarea no dia 21 de gestacdo) foi bem diferente como ilustrado na
Figura 7. Enquanto entre as adultas ndo gravidas a taxa de parasitemia foi baixa (cerca de
2%), e sucedida pela rapida resolucéo da infeccdo até o 20° dia p6s-inoculacdo, no caso das
gravidas a taxa continuou a subir consistentemente até o dia da cesarea (dia 21 de gravidez, 14
pos- inoculacéo). E interessante notar que, entre as 6 ratas gravidas que foram inoculadas com
0 parasita e morreram antes do dia programado para eutandsia (i.e, morreram
espontaneamente nos dias 19, 20 ou 21), a parasitemia cresceu de forma continua e atingiu no
dia da morte taxas muito mais elevadas (40% de hemadcias parasitadas) do que aquelas
alcancadas no dia da eutanasia programada (6-7% de hemécias parasitadas). A magnitude da
esplenomegalia confirma em linhas gerais as conclusfes das comparagdes baseadas nas taxas
de parasitemia. O peso dos bacos das ratas gravidas infectadas foi muito superior ao peso do
baco das ratas adultas ndo gravidas infectadas (Figura 9), e entre as gravidas infectadas o peso
do baco das que morreram espontaneamente nos dias 20 e 21 foi maior do que o peso médio
do bacgo das ratas infectadas que sobreviveram até o dia programado para eutanasia (dia 21 de
gestacéo) (Figura 10).

Em resumo, esses resultados mostraram que a inoculacdo do P. berghei em ratas
gravidas, no periodo em que ocorre a implantacdo do blastocisto e tem inicio a formacdo da
placenta, levou a elevacgéo progressiva e consistente da taxa de parasitemia e sintomas clinicos
da infeccdo até a expulsdo dos conceptos e placentas. Nos casos em que as taxas de
parasitemia cresceram mais acentuadamente durante a gestacdo, as ratas morreram antes da
data programada para a cesarea com indicios de terem entrado em trabalho de parto, mas sem
sintomas neuroldgicos evidentes (i.e., ndo notamos quadro compativel com maléria cerebral
entre as ratas gravidas infectadas que morreram nem entre aquelas que sobreviveram até a

eutandsia programada). Esta evolugdo clinica da malaria experimental em ratas gravidas para
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quadros graves contrasta com a resisténcia a infeccdo apresentada por fémeas ndo gravidas
originarias da mesma col6nia.

Como as ratas gravidas inoculadas com P. berghei ANKA apresentaram o0s sinais e
sintomas clinicos da malaria, avaliamos também o efeito da infeccdo materna sobre o
desenvolvimento do concepto (embrido e feto). Neste sentido, um dos achados mais notaveis
foi o fato de 6 das 23 ratas gravidas infectadas terem evoluido para dbito com indicios (e.g.,
aparecimento de sangramento vaginal) de inicio prematuro de trabalho de parto nos dias 19,
20 e 21 de gravidez. A moda da distribuicdo da duracdo da gestacdo de ratos coincide com as
outras medidas de tendéncia central (média e mediana) e é 22 dias, com raros nascimentos
espontaneos ocorrendo nos dias 21 e 23 de gravidez (dia da copula = dia 0) (CHAHOUD &
PAUMGARTTEN, 2009). No grupo controle de 15 ratas gravidas ndo infectadas, por
exemplo, ndo houve nenhum nascimento ou antecipado. E por essa razdo que nos estudos de
toxicidade para o desenvolvimento pré-natal as cesareas para remocdo dos fetos sdo
programadas para o dia 21 de gravidez. O inicio prematuro do trabalho de parto (que neste
caso evoluiu para a morte materna antes da completa expulsdo de fetos e placentas), portanto,
é um efeito que pode ser relacionado a prematuridade notada na malaria placentaria humana.
A prematuridade e 0 baixo peso ao nascer (neonatos pequenos para a idade gestacional) sdo os
dois desfechos adversos da gravidez mais comumente observados em mulheres (primiparas)
que vivem em éareas endémicas e tiveram malaria (P. falciparum ou P. vivax) durante a
gestacdo (MOORE et al 2017; TOBON-CASTANO et al 2011; SULLIVAN et al 1999).

Digno de nota é o possivel papel da patologia placentaria mediada pela infeccdo nestes
desfechos adversos da gravidez e as relagdes do percentual de hemacias parasitadas com
prematuridade e baixo peso ao nascer. Como mostrado na Tabela 4, o peso médio da placenta
ndo diferiu entre mées controles (ndo infectadas) e mées infectadas submetidas a eutanasia
(cesarea) no dia 21 de gravidez. Entretanto, 0 peso da placenta das ratas infectadas que
entraram prematuramente em trabalho de parto (e morreram) no dia 21 foi muito superior (1,6
vezes) ao peso das placentas daquelas gravidas infectadas que ndo entraram em trabalho de
parto e sobreviveram até a eutanasia programada. Esse aumento do peso da placenta
aparentemente reflete 0 maior comprometimento deste 6rgdo materno-fetal pela infeccéo, e
esta associado também a taxa de parasitemia bem mais elevada registrado nestas ratas. E
plausivel supor que o desfecho adverso da gestacdo mais grave e a morte materna estéo
associados ao quadro mais grave da maldria placentaria. Entretanto, a primeira vista, poderia

haver duvida se a maior gravidade da malaria placentéria seria causa ou consequéncia dos
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percentuais mais elevados de hemécias parasitadas. A hip6tese mais plausivel, considerando
todo o conjunto de informacdes obtidas (e.g. resisténcia de ndo gravidas a infeccdo), é a de
que a maior gravidade da patologia placentaria resultaria em percentuais mais elevados de
hemaécias parasitadas e ndo o contrario. Nao € claro, e deve ser futuramente esclarecido, que
outros fatores contribuiram para tornar a maléria placentaria mais grave nessas 6 ratas. E
importante registrar que além das que entraram prematuramente em trabalho de parto no dia
21, as que morreram no dia 20 de gravidez também exibiam placentas mais pesadas. Todas as
placentas removidas neste experimento foram fixadas para posterior exame
anatomopatoldgico, cujos resultados poderdo eventualmente corroborar essa hipotese.
Infelizmente, ndo foi possivel executar a analise histopatolégica antes da conclusdo da
presente dissertacao.

Resultado semelhante foi constatado em relacdo ao peso corporal dos fetos, uma das
medidas mais confidveis da maturidade do desenvolvimento intra-uterino em estudos
experimentais. O diagndstico clinico de neonatos pequenos para idade gestacional
corresponde no experimento a fetos com peso corporal menor do que o dagueles fetos do
grupo controle com a mesma idade gestacional. O baixo peso para a idade gestacional indica
retardo do desenvolvimento pré-natal e pode ser causado por desnutri¢do intra-uterina por ma-
nutricio materna ou disfuncdes placentéarias. Neste contexto, deve-se deixar claro que
neonatos prematuros tém, via de regra, peso mais baixo do que as criangas nascidas a termo
(no caso de bebés humanos, aqueles nascidos com 259 a 293 dias de gestacdo), mas podem ter
ou nao ter peso compativel com a média estabelecida para a idade gestacional (i.e., 0 neonato
prematuro pode ter peso adequado para a idade gestacional). O peso fetal na prole de ratas
infectadas com P. berghei ANKA, submetidas a eutanasia no dia 21 de gravidez, embora 5%
menor (4,4 g versus 4.6 g), ndo diferiu estatisticamente daquele de ratas ndo infectadas do
grupo controle. Todavia, os fetos das proles das 3 ratas infectadas que morreram no dia 21 de
gravidez, e tinham, portanto, a mesma idade gestacional, exibiam peso corporal média que
correspondia a apenas 60% do peso fetal médio (2,8 g versus 4,6 g) das ninhadas das ratas
controles n&o-infectadas. Esses resultados sugerem que o quadro mais grave de disfungéo
placentaria nesses casos (placentas maiores e parasitemia mais elevada) comprometeu as
trocas de nutrientes entre mée e feto via placenta e causou ma-nutrigéo fetal.

Um dos resultados mais inesperados deste estudo foi a verificacdo que a infecgéo,
mesmo nos casos de infecgdo materna e patologia placentaria mais graves, ndo provocou um

aumento discernivel de perdas gestacionais, quer as precoces, intermediarias ou tardias
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(Tabela 4). Uma possivel interpretacdo deste fato € a dindmica da infecgdo experimental e
agravamento da patologia placentéria. A infeccdo se deu do periodo peri-implantacdo (dia 7
de gravidez) e progrediu nos periodos embrionario e fetal, enquanto a placenta se desenvolvia
para atender as necessidades crescentes do concepto. E provéavel que o agravamento da
disfuncdo placentéaria tenha ocorrido apenas no periodo fetal avancado, impactando em
desfechos fortemente relacionados a esse periodo (crescimento fetal e inicio do trabalho de
parto), mas ndo em mortes embrionarias que sdo eventos muito mais precoces. Ratos (e
camundongos) tem gestacdo curta e periodo fetal comparativamente curto em relacdo ao de
outras espécies. No caso do homem (e primatas ndo humanos) o periodo fetal € muito mais
longo e o impacto da infeccdo e patologia placentéria na viabilidade fetal ou do neonato pode
ser maior.

Um dos achados mais interessantes deste estudo foi a constatacdo da transmissédo
vertical da infeccdo na Unica ninhada de ratas infectadas (rata F2), que deram & luz
espontaneamente (experimento Il - preliminar) a filhotes vivos o que permitiu o
acompanhamento pds-natal da prole (Figura 5, Tabela 2). Apenas 01 (uma fémea) dos 11
filhotes da ninhada estava infectado apresentando ao longo do periodo de lactacdo sintomas
como acentuada palidez, piloerecdo e prostragdo. No dia do desmame (dia 21 de vida pés-
natal) o filhote infectado exibia uma parasitemia elevada (48% das hemacias parasitadas).
Trés dias ap6s o desmame a parasitemia subiu para 83%, com poucas hemacias maduras e
preponderancia de reticuldcitos, quadro clinico grave que evolui rapidamente (poucos dias)
para o 6bito. E digno de nota o fato da mae (F2) ter tido o percentual maximo de hemacias
parasitadas de cerca de 10% por ocasido do parto e que esta decresceu rapidamente apos a
expulsdo dos conceptos e placentas indicando a doenga evolui para a cura espontanea. No
filhote infectado congenitamente, entretanto, a doenca evolui clinicamente para morte com
taxas elevadissimas de parasitemia.

A malaria congénita humana, ou a transmissdo vertical da infecgdo, tem sido
observada em area endémicas de Africa e Asia, principalmente em infeccdes pelo P.
falciparum (STASSIINS et al 2016; DOUAMBA et al 2014; QUEDRAOGO et al 2012;
POESPOPRODJO et al 2010; REDD et al 1996). Alguns estudos realizados na Africa
encontraram hema@cias parasitadas no corddo umbilical em 2,8 a 3,8% dos casos em que a mae
apresentava a doenca (Douamba et al 2014, Quédraogo et al 2012). A transmisséo vertical
também foi relatada ocorrer ocasionalmente em camundongos Balb/c e ratos Wistar
infectados experimentalmente com do P. berghei (ADACHI et al 2000; FISCHER 1996;
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FABIANI et al 1951). Como o modo de transmissdo transplacentaria da maléaria ainda néo foi
elucidado, e h& relativamente poucos estudos em modelos experimentais, pretendemos
empregar este modelo em ratos para tentar esclarecer as relacbes entre as alteracbes
placentarias e a infeccdo congénita, assim como os fatores predisponentes e protetores em
relacdo a este desfecho adverso. Outro fato intrigante é gravidade da infeccdo congénita
comparada a evolucdo nédo letal para a cura espontanea nos de infeccdo de ratos jovens casos
(exceto o caso de maléria cerebral), e a resisténcia de ratas adultas ndo gravidas a infeccéo.
Em sintese, neste estudo mostramos que ratas gravidas - ao contrario de ratas adultas
ndo gravidas - sdo susceptiveis a infeccdo com P. berghei ANKA. A veracidade desta
hipotese - o ponto de partida deste trabalho - foi, portanto, confirmada pelos resultados
obtidos, o que nos permitird utilizar o modelo para investigar os efeitos concomitantes da
gravidez e infeccdo sobre a farmacocinética e passagem transplacentaria de medicamentos
antimalaricos. Adicionalmente, verificamos que na maioria dos casos a infeccdo de ratas
gravidas evolui com sintomatologia branda e niveis crescentes, mas baixos, da parasitemia até
a gravidez a termo. Nesses casos de parasitemia mais baixa em que ndo houve aumento de
peso da placenta, exceto por um caso de transmissdo vertical da infec¢do, ndo observamos
efeito adversos da infeccdo materna sobre a prole. Em um grupo menor de ratas gravidas
infectadas, em que as parasitemias foram muito mais elevadas e houve aumento do peso da
placenta, notamos desfechos adversos da gravidez compativeis com prematuridade e retardo
do crescimento pré-natal. Essas ratas, entretanto, morreram espontaneamente antes do término

da gravidez.
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7 CONCLUSAO

I. Ratas Wistar jovens (4 semanas) inoculadas com P. berghei ANKA desenvolveram,
via de regra, quadro clinico de maléria ndo-letal com taxas crescentes de parasitemia que,
apos atingir um pico de até 50%, evoluiu espontaneamente para a cura. Um dos ratos
infectados desenvolveu sintomas neurolégicos compativeis com malaria cerebral sendo
submetido a eutanasia. Ratas adultas (9-10 semanas) ndo gravidas foram resistentes a

infeccao.

Il. Ratas Wistar adultas (9-10 semanas) inoculadas com P. berghei ANKA no inicio
da segunda semana de gravidez (periodo peri-implantacdo) desenvolveram a infeccdo com
taxas crescentes de parasitemia. A susceptibilidade de ratas gravidas contrastou com a

resisténcia de ratas adultas ndo gravidas a infeccao.

I11. Nos casos em que a gestacdo resultou em parto esponténeo, ap6s o nascimento da
prole, as taxas de parasitemia decresceram e a infeccao evoluiu clinicamente para a cura. Foi
possivel comprovar um caso de transmissdo vertical da malaria (malaria congénita) em um
dos filhotes de uma ninhada de 11. Neste filhote os sintomas da infeccdo foram de

excepcional gravidade (mas sem apresentar sinais de comprometimento cerebral) e as taxas
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maximas de parasitemia foram extremamente elevadas, evoluindo o quando infeccioso para o

Obito poucos dias apds o desmame.

IV. Em 72,7% (16/22) das ratas gravidas inoculadas com P. bergei ANKA, a infeccdo
causou sintomas clinicos brandos e taxas de parasitemia crescentes, mas com valores
maximos iguais ou inferiores a 10%. Nesses casos 0 peso medio das placentas das maes
infectadas ndo diferiu do peso médio daquelas mées do grupo controle nao-infectado; e néo
foram detectados indicios de retardo do desenvolvimento pré-natal da prole. As ratas restantes
(27,3%), apresentaram acentuado aumento do peso da placenta (maléria placentéaria), taxas
maximas de parasitemia mais elevadas, entraram prematuramente em trabalho de parto e
morreram. Neste grupo, aléem dos sinais consistentes com nascimentos prematuros, um dos
efeitos relatados em casos de malaria placentaria humana, os fetos também foram pequenos
para a idade gestacional. Em nenhumas das 22 ratas gravidas infectadas foram observados
indicios de que a infec¢do resultou em perdas gestacionais (embrioletalidade) e malformacdes

congénitas visiveis externamente.

V. Os resultados deste estudo, tal como previsto pela hipdtese testada neste estudo,
confirmaram que, apesar de ratas adultas ndo gravidas serem de fato resistentes a infeccéo, as
ratas gravidas sdo passiveis de serem infectadas e, portanto, sdo modelos experimentais
viaveis para investigar os efeitos da gravidez e da infeccdo e gravidez sobre a farmacocinética

de medicamentos antimalaricos.
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8 PESPECTIVAS

Os desdobramentos do estudo apresentado nesta dissertacdo incluem a obtencdo
adicional de dados em material ja coletado e ainda ndo analisado, assim como a realizacéo de
outras investigagdes para esclarecer alguns dos achados. Esses desdobramentos em
perspectiva séo:

1. Anélise das concentracdes de primaquina (PQ) nas amostras de plasma sanguineo
materno para esclarecer os efeitos da gravidez e infeccdo sobre a farmacocinética

deste medicamento.

2. Realizacdo de experimento complementar, medindo simultaneamente os niveis de PQ
no sangue materno e fetal, para verificar se a infeccdo altera a passagem

transplacentaria da PQ.

3. Microdisseccéo (1/3 das ninhadas) para avaliacdo de anormalidades de tecidos moles e
processamentos dos demais fetos fixados para analise de anomalias de esqueleto. Este
desdobramento para complementar o estudo dos efeitos da infec¢cdo materna sobre o

desenvolvimento embrio-fetal.
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4. Exame histopatologico das placentas coletadas no experimento para melhor

caracterizagdo da malaria placentéria em ratos.

5. Realizacdo de estudos adicionais tendo como foco a transmissdo vertical da malaria
em ratos (infeccdo congénita), e se possivel usar esse modelo para caracterizar o0s

fatores predisponentes e protetores.

6. Investigar os efeitos da infeccdo materna sobre o desenvolvimento somatico,

neuroldgico, comportamental e cognitivo da prole.

7. Avaliar como a suscetibilidade a infeccdo varia ao longo da fase inicial de
desenvolvimento pds-natal (periodo de lactacdo) e até a vida adulta e correlacionar a
susceptibilidade a marcos do desenvolvimento (e.g., puberdade).
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