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RESUMO

A maldria € uma doenca infecciosa, com maior incidéncia nos paises tropicais,
causada pelo protozoario Plasmodium e transmitida pela picada da fémea do
mosquito Anopheles. Hoje a malaria € reconhecida como um grave problema
mundial, estimando-se que grande parte da populacdo esteja exposta ao risco de
contrair a doenca. A maléaria na gravidez é relacionada com significante mortalidade
e morbidade para a mae e para o feto, constituindo um grande problema de saude
publica. A artemisinina e seus derivados sao de grande importancia no tratamento
da malaria resistente a maioria dos outros antimalaricos. No entanto, devido a
possibilidade de reabsorcédo e anormalidades observadas em estudos de reproducao
em animais, o tratamento com derivados da artemisinina ndo € recomendado
durante a gravidez, principalmente no primeiro trimestre. O objetivo desse trabalho
foi avaliar a toxicidade reprodutiva da artemisinina em ratas Wistar prenhas em
periodos criticos da gestacao, organogénese e periodo fetal. Para tanto, ratas Wistar
prenhas foram tratadas por via oral (gavage) com diferentes doses (7, 35 e 70
mg/kg/dia) de artemisinina dos dias 7 a 13 e 14 a 20 de prenhez. As fémeas tratadas
nos dia 7 a 13 de prenhez foram sacrificadas no 14° de prenhez e foram analisados
0s seguintes parametros: massa dos o6rgaos (figado, rins, glandulas adrenais,
hipofise, Gtero e ovarios), niveis plasmaticos de progestdgenos, numero de
implantes uterinos, embrides viaveis e perdas pés-implante. No experimento para
avaliagdo do periodo fetal foram avaliados os indices de nascimento, parto,
viabilidade e desmame, perdas pds-implante e a massa corporal das progenitoras. A
progénie foi acompanhada diariamente para avaliagdo do desenvolvimento geral e
sexual: descolamento de orelhas, abertura de olhos, aparecimento de pélos, descida
dos testiculos ao escroto, separacao prepucial, abertura do canal vaginal, dia do
primeiro estro e regularidade do ciclo estral. A progénie foi sacrificada em idade
adulta para observar se houve interferéncia permanente da artemisinina em
variaveis especificas referentes ao sistema reprodutor masculino e feminino: massa
de érgaos (figado, rins, glandulas adrenais, testiculos, epididimos, prostata,
vesiculas seminais, Utero e ovarios), producdo espermatica, numero de
espermatozoides e ciclo estral. Apesar de haverem dados indicando decrescente
sensibilidade nos efeitos durante o crescimento fetal ou sobrevivéncia nos estagios
avancados de prenhez, os resultados do presente estudo indicam toxicidade nos
dois periodos de tratamento. Os dados indicam que o tratamento com as doses de
35 ou 70 mg/kg de artemisinina induz alto percentual de perdas pés-implantes
associado a uma tendéncia de reducao nos progestagenos maternos e uma reducao
significativa nos niveis de testosterona materna. Assim podemos concluir que a
administracao oral de artemisinina pode afetar o desenvolvimento po6s-implante de
embrides e fetos, sendo um risco para a normalidade da gestacdo e
desenvolvimento da prole.

Palavras-chave: Artemisinina; Antimalaricos; Malaria; Letalidade embrionaria;
Toxicidade reprodutiva; Ratos Wistar; Prenhez.
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ABSTRACT

Malaria is a life-threatening parasitic disease caused by protozoa Plasmodium sp.
and transmitted by female Anopheles sp. mosquito. Malaria is a public health
problem in more than 90 countries and 40% of the global population is vulnerable to
this potentially deadly disease. Its incidence has increased during the last decade
despite efforts to control the disease. This is attributed mainly to the emergence of
drug resistance organisms. Malaria infection during pregnancy is a major public
health problem in tropical and subtropical regions throughout the world. Artemisinin
compounds play an important role in treating multidrug-restistant malaria. Otherwise,
the possible resorption and abnormalities observed in animal reproduction studies
not recommend artemisinin during the first trimester of pregnancy. The purpose of
this study is to investigate the reproductive toxicity of the antimalarial drug artemisinin
on pregnant rats during the organogenic and fetal periods by observing the
artemisinin effects on the embryo pos implantation and/or the normal development of
the concepts. Pregnant Wistar rats were treated by gavage with increasing doses (7,
35 and 70 mg/kg/day) of artemisinin in two critical periods (from days 7 to 13 or 14 to
20) of pregnancy. The pregnant rats that were treated daily from the seventh to the
thirteenth gestational days were killed by decapitation on the fourteenth GD. Blood
was collected for determine plasma progestagens levels, selected organs were
removed and weighed (uterus, ovaries, liver, kidneys, adrenal glands and
hypophysis) and the embryos analyzed, it was observed implantations, viable
embryos, embryonic death and post-implantation losses. On fetal study were
determined gestation length, litter size, live birth index, offspring survival on postnatal
day 4, weaning index and post-implantation losses. The females that had not give
birth until day 24 of gestation had been sacrificed for observation of number of
implantations and losses. The progeny was daily monitored to detect the
development and sexual characteristics: ear separation, fur appearance, testicular
migration, prepucial separation, vaginal opening, first day estrous and estrus
regularity. The progeny was killed in adulthood to check if the substances interfered
with the reproductive system by: organs weight (liver, kidneys, adrenal glands, testis,
prostate, seminal vesicles, uterus and ovarius), daily sperm production, sperm
number and estrus. Despite there is data indicating decreased sensitivity on the
effect on fetal growth or survival following dosing in later stages of pregnancy, the
results of the present investigation indicate toxicity in both periods of treatment. The
result showed that the treatment with 35 or 75 mg/kg of the artemisinin caused high
percentages of post-implantation losses associated to a trend in the maternal
progestagens reduction and significant maternal testosterone decrease. Thus we can
conclude that oral administration of artemisinin can affect the post-implantation
development of embryo and fetus, placing at risk the normal gestation and the
development its concept.

Keywords: Artemisinin; Antimalarial drug; Malaria; Embryolethality; Reproductive
toxicity; Wistar rats; Pregnancy.
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1 INTRODUCAO

A malaria é uma doenca infecciosa, com maior incidéncia nos paises
tropicais, causada pelo protozoario Plasmodium e transmitida pela picada da fémea
do mosquito Anopheles. A forma mais grave da doenca é causada pelo Plasmodium
falciparum (AVERY et al., 2002). Hoje a malaria € reconhecida como um grave
problema mundial, estimando-se que 40% da populacao esteja exposta ao risco de
contrair a doenca. Segundo a Organizacdao Mundial da Saude (World Health
Organization — WHQO) ocorrem cerca de 300 a 500 milhées de novos casos e mais
de um milhdo de mortes por ano (WHO, 2006).

A malaria na gravidez é relacionada com significante mortalidade e morbidade
para a mae e para o feto, constituindo um grande problema de saude publica
(McGREADY et al., 1998). As consequéncias da malaria incluem anemia materna,
neonatos com baixo peso e aumento na mortalidade com aproximadamente 300.000
mortes de fetos e neonatos e 2.500 mortes maternas por ano (LONGO et al,
2006a).

Drogas antimalaricas sao utilizadas na gravidez para tratar a infeccdo e
também como profilaxia em areas endémicas (LONGO et al., 2006a). Mulheres com
maléria sdo tratadas efetivamente em todos os trimestres da gravidez, independente
do potencial teratogénico da droga (CLARK et al., 2004).

A artemisinina € um sesquiterpeno trioxana lactona com ponte peroxido,
extraida da planta Artemisia annua L. (HIEN e WHITTE, 1993). Desde sua
descoberta, na China, na década de 70, a artemisinina e seus derivados tém sido
utilizados para o tratamento da malaria, sendo efetiva, de acao rapida e bem

tolerada.



Estudos sobre a toxicologia reprodutiva da artemisinina e seus analogos em
modelos animais realizados por Chen et al. (1984); China Cooperative Research
Group on Qinghaosu (1982); Li et al. (1988); Xu e Zhang (1996); Clarck et al. (2004)
e Longo et al. (2006) demonstraram graves alteracdes para o feto, como letalidade
embrionaria e perdas pré-implante (CLARK et al.,, 2004; LONGO et al.,, 2006a).
Existem indicacbes em alguns experimentos de alteracdo em contagem
espermatica, mas estas alteragcbes nao foram sistematicamente estudadas (WHO,
2003).

Em 2003, a WHO divulgou uma avaliacdo sobre a seguranca dos derivados
da artemisinina na gravidez, onde conclui que apesar das pesquisas em humanos
ndao demonstrarem toxicidade durante a gravidez os dados séo insuficientes e que
evidéncias de alteragcdes em animais sugerem a necessidade de maiores pesquisas
para determinar a seguranca desses medicamentos durante a gestacdo. Ainda na
mesma avaliacdo a WHO relaciona as principais pesquisas clinicas e pré-clinicas
que ainda necessitam ser realizadas, entre elas o0 mecanismo pelo qual os efeitos
adversos na gravidez se originam: estudos mais detalhados sobre a natureza dos
efeitos toxicos em embrides e evidéncias sobre o mecanismo da toxicidade que
poderia ser extrapolado para humanos; e se a acdo sobre o estado hormonal da
progenitora pode ter efeitos diretos sobre o feto.

Diante do exposto, esse trabalho tem o objetivo de avaliar a toxicologia
reprodutiva da artemisinina em dois periodos criticos da gestacao de ratos Wistar, a

organogénese e o periodo fetal.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MALARIA

2.1.1 Histoérico da Malaria

Malaria, do latim mal aria (mau ar), ou paludismo, palus (regiao Umida,
pantanosas) € uma das doencas parasitarias mais prevalentes na historia da
humanidade (AVERY et al.,, 2002; SERRA, 2003). A malaria € uma doenca que
acomete o homem desde a pré-histéria. Apesar da associacdo com a malaria ser
incerta existem referéncias a febres sazonais e intermitentes em textos religiosos e
médicos bastante antigos, entre os assirios, chineses e indianos, que relacionavam
a doenca a punicao de deuses e a presenca de maus espiritos (DUTRA, 2001). Os
registros concretos mais antigos sdo de 400 a.C. onde o médico grego Hipbcrates
descreveu detalhadamente as febres intermitentes da malaria (AVERY et al., 2002).
Hipdcrates também foi o primeiro a descartar a supersticdo e relacionar a doenca
com o0 meio ambiente, notando que as febres eram restritas a areas pantanosas
(GARDINER et al., 2004). Depois dele, no século Il d.C., diversos médicos gregos e
romanos deixaram referéncias que a doenga ocorria em epidemias, comprovadas
pela citagdo: “uma doenca horrivel que vem todo verdo e mata”, ficando conhecida
como “Febre Romana” (AVERY et al., 2002).

Durante quase 1.500 anos pouco foi acrescentado ao conhecimento sobre a
doenca e seu tratamento. Somente no século XVII ocorreu a observacao por padres
jesuitas da utilizacdo, por populagcdes indigenas da América do Sul, da casca de

uma arvore nativa para o tratamento de alguns tipos de febre. O uso dessa casca se



espalhou rapidamente pela Europa, passou a ser conhecido como “pé dos jesuitas”,
e a arvore de onde era extraido recebeu o nome de Cinchona. Seu principio ativo, a
quinina, foi isolado em 1820 (DUTRA, 2001). No século XVII a Condessa de
Chinchon foi curada de malaria utilizando a quinina quando esteve em Lima (Peru),
levando a disseminacdo do seu uso pelo resto do mundo. A quinina ainda é
considerada uma droga antimalarica efetiva, embora tenha sido registrada
resisténcia (GARDINER et al., 2004).

No século XVIII a doenga recebeu o nome italiano de “mal aire” ja que época
acreditava-se que era causada pelas emanacdes e miasmas provenientes dos
pantanos. Somente no final do século XIX, quando bacteriologistas e patologistas
estavam descobrindo as causas de diversas doencas infecciosas é que o
conhecimento sobre a malaria passou por um periodo de importantes descobertas
(DUTRA, 2001).

Charles Louis Alphonse Laveran (1845-1922), médico francés, foi quem
primeiro observou gametécitos no sangue de um soldado francés, na Argélia em
1880 e recebeu o prémio Nobel em 1907 pela descoberta do papel dos protozoarios
na doenga. Os achados de Laveran foram confirmados em 1883 por Ettore
Machiafava e Angelo Celli, pesquisadores italianos. Em 1897, Ronald Ross (1857-
1932), médico escocés, descreveu o modo de transmissdo da malaria em aves
através da picada do mosquito Anopheles, e em 1898, Batista Grassi (1854-1925),
médico italiano, confirmou o mecanismo de transmissdo no homem, recebendo o
prémio Nobel em 1902. Em 1948, uma equipe liderada por Shortt e Garnham
elucidou o ciclo do parasita (PARAENSE, 2002; SERRA, 2003; GARDINER et al.,

2004).



Durante a primeira metade do século XX muitas pesquisas foram dedicadas
ao controle da malaria, especialmente no sentido de reduzir ou eliminar a presencga
de criadouros do inseto transmissor. Em outra direcdo, as dificuldades no
fornecimento do quinino durante a Primeira Guerra Mundial estimularam
pesquisadores alemaes na obtencao de antimalaricos sintéticos, culminando com o
desenvolvimento da primaquina (1924), mepacrina (1930) e cloroquina (1934)
(DUTRA, 2001). Paralelamente, foram desenvolvidos estudos para a sintese de
substancias com acgao inseticida, que apresentaram seu apice em 1942, com a
obtencdo por Paul Muller do composto dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), que
apresentava grande atividade inseticida, alto poder residual e baixo custo
(GARDINER et al., 2004; DUTRA, 2001).

Desta forma, aliando-se medidas de controle do vetor, acesso ao diagndstico
laboratorial e tratamento eficaz e imediato, tornou-se possivel obter reducao
significativa da morbidade e mortalidade decorrente da malaria. Porém, ainda hoje a
doenca se faz presente em cerca de 100 paises, especialmente na Africa, Asia e

Américas Central e do Sul (BUTLER, 1997; DUTRA, 2001).

2.2.2 Epidemiologia da malaria

Em 1955 a World Health Assembly (Assembléia Mundial da Saude) adotou o
conceito de erradicagdo da malaria, dois anos depois a Organizagdo Mundial da
Saude (World Health Organization - WHQO) lancou uma campanha global para
eliminar a doenca. Essa campanha erradicou a malaria em alguns paises e reduziu
a incidéncia em outros. No entanto houve um significante ressurgimento da malaria

nos ultimos 30 anos (GARDINER et al., 2004).



Mais de 100 anos depois de elucidado o ciclo do parasita da malaria a luta
para controlar a doenca ainda continua, sendo esta uma das doencas que ainda
hoje mais causa mortes em todo mundo (BUTLER, 1997).

Hoje a maléaria é reconhecida como um grave problema de saude publica no
mundo, estimando-se que 40% da populacdo mundial esteja exposta ao risco de
contrair a doenca, em mais de 90 paises (figura 1). Ocorrem cerca de 300 a 500
milhdes de novos casos de maléaria por ano e mais de um milhdo de mortes (WHO,
2006).

A malaria é encontrada principalmente em areas tropicais, Africa abaixo do
Sahara, sudeste Asiatico, llhas do Pacifico, india e Américas do Sul e Central
(SACHS e MALANEY, 2002). Aproximadamente 90% das mortes por malaria
ocorrem na Africa e a maior parte em criangas (WHO, 2006).

A incidéncia mundial da malaria & crescente, principalmente devido ao
surgimento de resisténcia aos farmacos e inseticidas e as alteragdes sociais e do
meio ambiente. Existe uma necessidade urgente por vacinas, novos farmacos e

inseticidas para controlar a disseminacdo (GREENWOOD e MUTABINGWA, 2002).



| o i (e 1
1;-\:. 4 B Areas onde ocorre atransmissdo da malaria® N
W -,

'\_'_, B = . . . [

N Areas com risco limitado

i Fonte: WHO, 2002
L |Areas com auséncia da malaria

Figura 1: Distribuicdo mundial da malaria
Fonte: WHO, on line (2006)

No Brasil, a malaria apresenta elevado risco de transmissdo na regido da
Amazbnia. Aproximadamente 99% dos casos se concentram nessa regido, onde as
condicbes socioecondmicas e ambientais favorecem a proliferacdo do mosquito
vetor da doenca e a exposicao de grandes contingentes populacionais (figura 2). A
doenca causa 6bitos, sofrimento e perdas sociais e econémicas (MINISTERIO DA

SAUDE, 2003).
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Figura 2: Incidéncia da malaria no Brasil
Fonte: Ministério da Saide — PNCM (2003)

A doencga tem apresentado elevado risco de transmissdo, mantendo-se em
niveis muito superiores a 1970, quando foram observados 3,9 casos por mil
habitantes, na regido amazébnica. Nos anos de 1999, 2000 e 2001 a Incidéncia
Parasitaria Anual (IPA) na regido foi de 32, 30 e 19 casos por mil habitantes,
respectivamente (MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

Apesar dos avancos na luta contra a malaria, a doenca continua em
ascensao. Dentre as doencas transmissiveis, a malaria hoje € um dos maiores

problemas brasileiros, principalmente na regidao Norte. Nos ultimos anos vem sendo



muito alta a velocidade de crescimento de sua taxa de incidéncia, acompanhando
uma tendéncia mundial.

A transmissdo da malaria ndo ocorre com igual intensidade e rapidez em
todas as areas com potencial malarigeno. A dindmica de transmissao € variavel
entre os agrupamentos humanos e esta na dependéncia de varios fatores. No Brasil
a Amazbnia possui caracteristicas geograficas e ecoldgicas altamente favoraveis a
interacdo do Plasmodium com o Anopheles, constituindo uma area de alto risco de
infeccdo. Em contraposicdo, fora da Amazdnia as condigbes ndo sao muito
favoraveis a interagcao dos fatores que determinam a endemicidade da malaria
(TAUIL, et al., 1985). O Estado do Parand, atualmente, € considerado area de baixo
risco para malaria, porém conserva o potencial malarigeno que da origem a
transmissao eventual. Apds o fechamento da barragem de ltaipu, no final de 1982,
registrou-se um aumento na densidade Anopheles na regido e casos de malaria
passaram a ocorrer. Outras areas do Estado também merecem atengédo, como o0s
municipios e ilhas do Rio Parand, onde o vetor persiste e 0s municipios servem de
passagem para pessoas oriundas de regides endémicas (BERTOLI e MOITINHO,
2001).

O aquecimento global pode fazer com que a area de incidéncia de malaria
seja expandida no mundo, segundo conclusdes prévias do relatério do Painel
Intergovernamental sobre Mudancgas Climatica da Organizacdo das Nacdes Unidas
(ONU) (IPCC - Intergovernmental Panel on Climate Change, 2007), regides do Brasil
que praticamente ndo possuem vetores, como a regido Sul, poderado sofrer aumento

dos mosquitos.
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2.1.3 Patologia da Malaria

A malaria € uma doencga parasitaria, transmitida pela picada da fémea de
mosquitos do género Anopheles (figura 3). Existem quatro principais espécies de
parasitas da maléria que infectam humanos, Plasmodium falciparum (figura 4), P.
vivax, P. ovale, P. malariae. Recentemente tém sido reportadas infeccées com P.
knowlesi no sudeste da Asia (GARDINER et al., 2004). As formas mais graves da
doenca e a maioria das mortes sdo causadas pelo P. falciparum, e também € esta a
espécie mais encontrada nas areas endémicas, com excecao da india e América do

Sul, onde o P. vivax é mais comum (ASHLEY et al., 2005).

Figura 3: Mosquito Anopheles sp.

Fonte: National Institute on Deafness and Other Communication Disorders (NIDCD), on
line (2002). Crédito da foto: Stammers/WHO/TDR
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Figura 4: Eritrécito contaminado por Plasmodium falciparum
Fonte: Stockbower, on line (2006)

Embora a malaria possa ser transmitida através da transfusdo de sangue
infectado e pelo compartilhamento de agulhas, os seres humanos habitualmente se
infectam por esporozoitos injetados pela picada do mosquito fémea infectado (figura
5). Essas formas parasitarias saem rapidamente da circulagdo e se localizam nos
hepatécitos, onde se transformam, multiplicam e se desenvolvem em esquizontes
tissulares. Esse estagio é denominado pré-eritrocitico e dura de 5 a 15 dias,
dependendo da espécie de Plasmodium. Os esquizontes se rompem, liberando
milhares de merozoitos que penetram na circulacao, invadem os eritrdcitos e iniciam
o estagio eritrocitario da infeccao clinica. Nos eritrécitos a maioria dos parasitas
sofre desenvolvimento assexuado até trofozoitos e finalmente até esquizontes
maduros. Os eritrocitos contendo esquizontes se rompem liberando de 6 a 24
merozoitos, esse processo causa as crises febris. Os merozoitos liberados invadem
mais eritrocitos para perpetuar o ciclo. Alguns parasitas eritrociticos se diferenciam
em formas sexuais, os gametécitos, que séo ingeridos pelo mosquito e passam pelo
ciclo sexuado. O inseto pode entdo infectar outro hospedeiro (GOODMAN e

GILMAN, 2001; RANG et al., 2003).
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Figura 5: Ciclo reprodutivo do Plasmodium falciparum
Fonte: adaptado de Richie e Saul (2002)

O desenvolvimento das manifestagdes clinicas da malaria varia dependendo
da espécie de Plasmodium.

Sinais e sintomas da malaria:

e Malaria ndao complicada: os sintomas iniciais ndo sao especificos, como febre,
calafrios, perda de apetite e dores pelo corpo, criancas podem apresentar febre
mais intensa e outros sintomas. O padrao caracteristico da febre manifesta-se
por picos de febre a cada dois dias (febre tercd) ou trés dias (febre quarta)

(ASHLEY et al., 2005).
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Malaria severa (cerebral): principalmente relacionada com P. falciparum.
Mortalidade de aproximadamente 20% dos adultos nao gravidos, 15% em
criancas e 50% em mulheres gravidas (grande risco de aborto). As principais
manifestagbes sdo coma, convulsdo generalizada, anemia normocitica severa,
hipoglicemia, acidose metabdlica com disfuncdo respiratéria, disturbios
hidroeletroliticos, faléncia renal aguda, edema pulmonar agudo, colapso
circulatério, choque, septicemia, ictericia, hemoglobindria, febre intensa,

prostracédo e perda da consciéncia (ASHLEY et al., 2005).

Sindrome neuroldgica pés-malaria (SNPM): sindrome neurolégica transitéria
pode seguir a recuperacdo da malaria severa. Os sintomas incluem confusao,
tremores e alucinagdes. O tratamento com mefloquina aumenta o risco de SNPM

(ASHLEY et al., 2005).

2.1.4 Drogas Antimalaricas

As drogas antimalaricas estdo entre os primeiros farmacos antiinfecciosos a

serem avaliados efetivamente em testes clinicos, mas o nimero de medicamentos

viaveis atualmente para o tratamento da malaria é baixo (MYINT et al., 2003). Em

muitos paises endémicos os medicamentos disponiveis estao restritos a cloroquina,

sulfadoxina/pirimetamina, quinina e amodiquina; no sudeste asiatico também séo

utilizados mefloquina e artesunato (OLLIARO e TAYLOR, 2003).

Alguns farmacos antimaléricos podem ser utilizados de modo profilatico na

prevencao da malaria, enquanto outros se destinam a tratar os ataques agudos

(GOODMAN e GILMAN, 2001). Em geral, os agentes antimalaricos sao classificados
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quanto a sua agao contra os diferentes estagios do ciclo de vida do parasita (figura

6).
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Figura 6: Local de acdo dos agentes antimalaricos
Fonte: Rang et al.(2003)

Farmacos utilizados no tratamento do ataque agudo

Os agentes esquizonticidas sangiiineos, também conhecidos como farmacos
para cura clinica ou supressiva, sao utilizados no tratamento do ataque agudo.
Atuam sobre as formas eritrocitarias do plasmaodio (RANG et al., 2003).

Esse grupo de farmacos inclui as quinolonas, por exemplo, quinina e
mefloquina; varias 4-aminoquinolinas, como a cloroquina; a halofantrina e
agentes que interferem na sintese do folato, como a sulfona, ou na sua agcao, como

a atovanquona. Compostos derivados da artemisinina, como o artemeter, o
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arteeter e o artesunato também se mostram eficazes e sao freqlentemente
utilizados em associacdo com outros antimalaricos para evitar o aparecimento de
resisténcia. Alguns antibidticos, como a tetraciclina e a doxicilina, mostram-se

Uteis em combinacao com os agentes anteriormente citados (RANG et al., 2003).

Farmacos que produzem cura radical

Os agentes esquizonticidas teciduais produzem cura radical ao atuarem
também sobre os parasitas no figado. Apenas as 8-aminoquinolinas, como
primaquina e tafenoquina exercem essa acdo. Esses farmacos também destroem
0s gametdcitos e, portanto, reduzem a disseminacdo da infeccdo (RANG et al.,

2003).

Farmacos utilizados para quimioprofilaxia

Os farmacos utilizados para quimioprofilaxia, também conhecidos como
profilaticos causais, bloqueiam a ligagdo entre o estagio exoeritrocitarios e o estagio
eritrocitario, impedindo, assim, o desenvolvimento de ataques de malaria. Os
farmacos utilizados para essa finalidade s&o principalmente: cloroquina,
mefloquina, proguanil, pirimetamina, dapsona e doxiciclina (RANG et al., 2003).

Os agentes quimioprofilaticos sdao administrados a individuos que pretendem

viajar para alguma regido onde a malaria é endémica (RANG et al., 2003).
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Farmacos utilizados na prevencao da transmissao

Alguns farmacos, como a primaquina, proguanil e pirimetamina, apresentam a
acao adicional de destruir gametdcitos, impedindo a transmissao pelo mosquito e
prevenindo, assim, o aumento do reservatoério humano da doenga (RANG et al.,

2003).

O primeiro medicamento com atividade antimalarica comprovada foi a
quinina, também conhecida como “p6 dos Jesuitas”, derivada da casca da quina,
uma planta sul-americana. A quinina ainda é considerada uma droga antimalarica
efetiva, embora tenha sido registrada resisténcia (GARDINER et al, 2004). A
mefloquina, outra quinolona, € utilizada normalmente em associagdo com o
artesunato, para prevenir o surgimento de resisténcia (RANG et al., 2003). O
tratamento com mefloquina pode desencadear sindrome neurolégica (GARDINER et
al., 2004).

A cloroquina, produzida em 1930, foi o antimalarico mais efetivo e com custo
acessivel, mas o uso indiscriminado como monoterapia levou ao surgimento de
resisténcia. Hoje um dos maiores obstaculos no controle da malaria sdo as cepas de
P. falciparum resistentes a cloroquina (OLLIARO e TAYLOR, 2003; GARDINER et
al., 2004; BARNES e WHITE, 2005). Hoje na Africa 84% das infeccdes de malaria
sdo tratadas com cloroquina, mesmo quando a droga nao é efetiva (GARDINER et
al., 2004). A amodiaquina, derivada da cloroquina, pode produzir graves efeitos
adversos como agranulocitose e hepatotoxicidade, devendo ser restrita a casos de

resisténcia (RANG et al., 2003; ASHLEY et al., 2005).
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A halofantrina foi desenvolvida durante a 22. Guerra Mundial e foi deixada de
lado pelas vantagens da cloroquina, hoje esta sendo retomada devido a resisténcia

a cloroquina (RANG et al., 2003).
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Figura 7: Quinolonas e antimalaricos relacionados
Fonte: Ridley (2002)

Outra geracao de antimalaricos muito utilizada e que hoje existe resisténcia ja
bastante disseminada € a associagdo sulfadoxina-pirimetamina (Fasindar®)
(GARDINER et al., 2004).

Também sao utilizados como medicamentos antimalaricos o proguanil,
lumefantrina (utilizada em associacdo com derivados da artemisinina), pionaridina,

doxiciclina, clorproguanil-dapsona (RANG et al., 2003).



18

P o

NHz _I__ i ) L |
| e e
P ]ll
H?N---l- o Atovaguone
RN |
Pyrimethamine Hi" |
T N
d. H-
CLTR |
Proguanil

Figura 8: Outros antimalaricos
Fonte: Ridley (2002)

A artemisinina e seus derivados semi-sintéticos, dihidroartemisinina,
artesunato, artemeter, arteeter e artelinato, constituem a Unica classe de
antimalaricos que aparentemente ndo induziu desenvolvimento de cepas de P.
falciparum resistentes (GARDINER et al, 2004; RANG et al, 2003). Sédo os
medicamentos com acdo mais potente e rapida contra a malaria (NOEDL, 2005).
Para reduzir a incidéncia de resisténcia, evitar recidivas da doenca e acelerar a
resposta terapéutica esses medicamentos normalmente sdo utilizados em
associacdes com outras drogas como a mefloquina e lumefantrina (WILAIRATANA
et al., 2002).

Cepas de P. falciparum resistentes aos antimalaricos sdao um grande
problema de saude publica devido a alta incidéncia de hospitalizagcdes e mortes.
Mesmo pequenos niveis de resisténcia sdo problematicos causando anemias,
recrudescéncia e continuidade na transmissdo da doenga. O P. falciparum
desenvolveu resisténcia clinicamente significante a todas as classes de

antimalaricos, com possivel excecao dos derivados da artemisinina (BARNES e
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WHITE, 2005). A meia-vida curta e utilizacdo em associacao da artemisinina e seus
derivados dificulta o surgimento de cepas resistentes a esses medicamentos
(NOEDL, 2005).

A WHO (2001) considera a associacdo de medicamentos, principalmente
utilizando derivados de artemisinina (lumefantrina-artemeter, mefloquina-artesunato,
amodiaquina-artesunato e sulfadoxina/pirimetamina-artesunato), a terapia ideal para
reduzir o aparecimento de cepas resistentes de Plasmodium (WHITTY et al., 2004).
O maior obstaculo na utilizagcdo de associacbes com derivados de artemisinina é o
alto custo, a terapia de associacdo com derivados da artemisinina € a maior
esperanca no tratamento da malaria, mas inacessivel para quem precisa
(MUTABINGWA, 2005).

Desde 2001, 40 paises adotaram oficialmente a terapia com derivados de
artemisinina como tratamento de maléria por P. falciparum (NOEDL, 2005), nas
Américas somente Equador, Peru, Bolivia, Venezuela, Guiana e Suriname. O Brasil
ainda ndo adotou oficialmente os derivados da artemisinina como tratamento
antimalarico (WHO, 2006), mas a Artemisia annua ja esta sendo produzida e o
processo de extracdo e isolamento da artemisinina ja foi otimizado pelo Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas Biolégicas e Agricolas da Universidade de

Campinas (CPQBA/UNICAMP) (Rodrigues et al., 2006).
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2.1.5 Malaria e Gestacao

Infeccoes de malaria durante a gravidez é o maior problema de saude publica
em regides tropicais e subtropicais no mundo (WHO e UNICEF, 2003). Estima-se
que 10,5 milhdes de mulheres em idade fértil contraem malaria todo ano na regiao
abaixo do Sahara (LONGO et al., 2006a). As consequéncias da malaria durante a
gestacdo incluem anemia, nascimentos com baixo peso, morte intra-uterina,
nascimentos prematuros, morte da mae por maléria severa, transmissao vertical da
doenca, alta mortalidade infantil e problemas no desenvolvimento da crianca. O risco
de mulheres gravidas desenvolverem malaria cerebral é de duas a trés vezes maior
que mulheres nao gravidas residentes na mesma area (WHO/UNICEF, 2003).

Por ser uma doenca letal a malaria deve ser tratada durante a gravidez
independente do potencial teratogénico do medicamento (CLARK et al., 2004). O
surgimento de cepas resistentes de Plasmodium tem levado a um aumento da
utilizagdo de derivados da artemisinina, apesar do seu uso ndo ser recomendado
principalmente no primeiro trimestre de gestacdo devido a poucos registros sobre
sua seguranca em humanos e evidéncia de toxicidade em animais de laboratério
(CLARK et al., 2004; LONGO et al., 2006a). Derivados de artemisinina sdao drogas
consideradas seguras, mas os estudos sao feitos, na maioria das vezes, em
pacientes ndo gravidos e apesar de ndo haver evidéncias sobre teratogenicidade ou
mutagenicidade em gravidas tratadas os dados sdo considerados insuficientes

(McGREADY et al., 2001).
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2.2 ARTEMISININA

O conhecimento popular das propriedades terapéuticas das plantas, que ha
séculos é transmitido de geracao para geragao, reune informagao sobre o potencial
medicamentoso de varias espécies, constituindo um importante instrumento para o
desenvolvimento de novos farmacos. A pesquisa envolvendo as propriedades
terapéuticas de plantas tem apresentado resultados cientificos positivos,
aumentando os estudos com plantas medicinais (SOUZA BRITO, 2003).

Produtos naturais sdo a base da medicina popular e também, em grande
parte, da medicina tradicional. Novos grupos de produtos naturais tém revelado
propriedades antiparasitarias com surpreendente eficacia e seletividade, levando a
producdo de drogas de grande sucesso como a artemisinina e seus derivados
(KAYSER et al., 2003).

A artemisinina e seus derivados formam o grupo mais importante de
medicamentos antimalaricos da atualidade. Como muitos outros farmacos a
artemisinina foi descoberta empiricamente (HAYNES e KRISHNA, 2004).

A artemisinina é extraida da planta Artemisia annua L., utilizada na China a
mais de 2.000 anos, onde é denominada qging hao (AGTMAEL et al., 1999).

A primeira citagdo do uso do qging hao é de 168 a.C., encontrada na tumba da
dinastia Mawangdui Han, nas “Receitas para 52 tipos de doencas”, com seu uso
recomendado para hemorrdidas. A planta também foi mencionada mais tarde no
“Livro de Bolso de Prescri¢cdes para Tratamento de Emergéncias” (Zhou How Bei Ji
Fang), de Ge Hong, para reduzir febre (KLAYMAN et al., 1985). A descricdo mais

detalhada aparece no “Compéndio de Matéria Médica” (Ben Cao Gang Mu),
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publicada em 1956 pelo médico da Dinastia Ming, Li Shizhen, famoso herbalista
chinés, e impresso até hoje na China (HAYNES e WONWILLER, 1997).

Em 1967 o governo na Republica Popular da China desenvolveu um exame
sistematico das principais plantas utilizadas pela medicina popular, mais de 3.000
plantas foram analisadas, entre elas o qing hao, onde sua acao antimalarica foi
comprovada (LEE et al., 2002).

Em 1972 o ingrediente ativo foi purificado e denominado ginghaosu (esséncia
do ging hao) (MESHNICK, 2002). Outros nomes encontrados sdo huanghuahaosu,
artennuin e artemisinine. O nome adotado oficialmente no ocidente foi artemisinin
(AVERY et al., 2002).

Em 1979 a artemisinina teve sua estrutura quimica elucidada (KLAYMAN et
al., 1985). Também em 1979, o Chinese Coordinatin Research Group realizou o
tratamento de 2.099 pacientes com malaria utilizando artemisinina, onde todos foram
curados. Em adicao trataram 143 casos de P. falciparum resistente a cloroquina e
141 casos de malaria cerebral. Todos foram curados (LEE et al., 2002).

A partir da década de 80 houve a disseminagcao dessa droga para o ocidente
(LEE et al., 2002).

A Artemisia annua L. (figura 9) é uma planta perene, nativa da China,
pertencente a familia Asteraceae ou Compositae e hoje disseminada em muitos
paises (DHINGRA et al., 2000). A artemisinina é produzida nas folhas e se acumula
nas inflorescéncias, podendo ser extraida de ambos em concentragcdo que varia
entre 0,01 a 0,8% do peso seco. A baixa concentracdo de artemisinina extraida é
uma grande limitacdo para a producdo em larga escala, e um dos fatores do alto

custo da medicacao (JAIN et al., 1996).
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Figura 9: Artemisia annua L.

Fonte: Yarris, on line (2004)

2.2.1 Estrutura quimica da Artemisinina

A artemisinina é um sesquiterpeno trioxana lactona com ponte peréxido. A
ponte peroxido, essencial para a atividade antimalarica, ndo é usual em outros
produtos naturais (HIEN e WHITE, 1993). A lactona pode ser reduzida facilmente,
resultando em dihidroartemisinina, que possui atividade antimalarica
aproximadamente 10 vezes maior que a artemisinina (figura 10) (AVERY et al.,

2002).
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1 2 3: R=CHy 5
4: R = CHQCHS

Figura 10: Estrutura quimica da artemisinina e derivados
1. Artemisinina 2. Dihidroartemisinina 3. Artemeter 4. Arteeter 5. Artesunato 6. Artelinato.
Fonte: Woodrow et al., 2004.

A artemisinina e a dihidroartemisinina sdo pouco sollveis em agua e 6leo,
sendo utilizadas sob a forma de comprimidos e supositérios. Devido a insolubilidade
da artemisinina, impedindo sua administracdo parenteral, foram desenvolvidos
derivados semi-sintéticos mais soluveis (TAVARES, 1999). O artesunato,
hidrossoluvel, e o artemeter, lipossoluvel, foram desenvolvidos por cientistas
chineses, para administragdo intravenosa e intramuscular, respectivamente. O
arteeter, lipossoluvel, foi desenvolvido pela OMS, e o artelinato, hidrossoluvel, pelo
Walter Reed Army Institute of Research (Walter Reed Instituto de Pesquisa do

Exército) (figura 9) (AGTMAEL et al., 1999).

2.2.2 Mecanismo de Acao da Artemisinina

A artemisinina tem acdo mais rapida sobre o parasita que o0s outros
antimalaricos porque inibe os estagios iniciais de desenvolvimento do Plasmodium,
logo que este invade os eritrocitos (HAYNES e KRISHNA, 2004). A maioria dos

antimalaricos atua nos estagios de trofozoitos tardios e esquizontes, enquanto a
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artemisinina age nos trofozoitos jovens e estagios de anel. Devido a sua acao sobre
a forma de anel, a artemisinina impede o desenvolvimento do estagio sexual inicial
(gametocitos), resultando em reducdo da transmissdao da malaria em areas
endémicas (AGTMAEL et al., 1999). A artemisinina ndo atua nos estagios hepaticos
do parasita, tendo pouco valor profilatico, e aumentando a chance de recrudescéncia
com o uso em monoterapia (WOODROW et al., 2004).

Tentativas para elucidar o mecanismo da acao antimalarica da artemisinina
comegaram na década de 70, passados mais de 30 anos, um enorme numero de
artigos foi publicado (WU, 2002). O progresso realizado € grande, mas 0 mecanismo
exato de acao dessas drogas ainda é controverso (UHLEMANN et al., 2005).

Durante a fase sangilinea do parasita, aproximadamente 70% da
hemoglobina do eritrocito infectado é digerida e o heme é liberado. O grupamento
heme livre é tOxico para o parasita, que realiza sua polimerizacdo em hemazoina. O
heme ou o Fe*? catalisa a abertura da ponte peréxido da artemisinina, formando
radicais livres toxicos para o parasita (AGTMAEL et al., 1999). Radicais carbono séao
a chave inicial para uma cascata de rea¢des quimicas que transforma os trioxanos
em um ou mais intermediarios que levam a morte do parasita da malaria (POSNER
e O'NEILL, 2004).

Os intermediarios da artemisinina formados a partir da abertura da ponte
peréxido ndo agem como radicais livres tipicos, que sdo espécies altamente
reativas, reagindo com proteinas, acidos nucléicos e lipideos (MESHNICK, 2002).
Os intermediarios formados possuem toxicidade seletiva contra o parasita, com isso
os derivados da artemisinina sdo drogas pouco téxicas em doses terapéuticas, o
motivo da seletividade e baixa toxicidade da artemisinina ainda nao esta

completamente elucidado (WU e LIU, 2003).
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Mais recentemente um mecanismo de acao alternativo para a artemisinina foi
sugerido. Os derivados da artemisinina inibem o reticulo sarcoendoplasmatico Ca*?
ATPase (SERCA) do P. falciparum, com grande especificidade. A relagdo com

Plasmodium ssp ainda esta indefinida (UHLEMANN et al., 2005).

2.2.3 Toxicidade da Artemisinina

Derivados da artemisinina tém sido considerados drogas seguras para uso
em humanos, embora em estudos com animais existem evidéncias de
neurotoxicidade. Essa discrepancia entre toxicidade animal e humana é atribuida
as doses altas e tratamentos prolongados realizados em estudos animais (GORDI e
LEPIST, 2004). A preocupagado com a neurotoxicidade da artemisinina € maior em
criangas, que possuem o sistema neurolégico mais vulneravel e onde as pesquisas
terapéuticas sdo menores (WOODROW et al., 2004).

A toxicidade reprodutiva da artemisinina também é contraditéria. Apesar de
varias alteracbes encontradas em animais, em humanos ainda nao existem
evidéncias de teratogenicidade, mas os estudos sao poucos (WOODROW et al.,
2004). Nao é aconselhavel a administracdo de derivados da artemisinina no primeiro
trimestre de gravidez, somente em casos de risco de vida ou resisténcia (WHO,
2003).

Na China (1982)' foram realizados estudos de toxicidade reprodutiva
utilizando artemisinina em ratos. Na administracao feita nos dias 6 a 15 de prenhez,

com as doses? de 50 e 200 mg/kg, houve reabsorcdo de 100% dos fetos, na dose?

! CHINA COOPERATIVE RESEARCH GROUP ON QINGHAOSU AND ITS DERIVATIVES AS
ANTIMALARIALS. J. Traditional Chin. Med., v. 2, n. 1, p. 31-38, 1982.

2 Doses baseadas na DLs, (dose letal média) da artemisinina em ratos de 5000 mg/kg.
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de 12,5 mg/kg houve 50% de reabsorcao. Na dose de 200 mg/kg nos dias seis a oito
de prenhez foi observada hérnia umbilical em 6,1% dos ratos. Nao foi observada
alteracdo no desenvolvimento dos ratos que sobreviveram (apud LONGO et al.,
2006a).

Varios estudos tém demonstrado que derivados da artemisinina, como o
artesunato, o artemeter e a dihidroartemisinina, também demonstraram toxicidade
embrionaria em diferentes doses e periodos de exposi¢cdao em ratos, camundongos e
coelhos (LONGO et al., 2006a).

A WHO (2003) relatou que existem indicacdes em alguns experimentos de
exposicdo a artemisinina in utero de alteracdo em contagem espermatica, mas

essas alteracdes nao foram sistematicamente estudadas.

2.2.4 Farmacocinética da Artemisinina

As formulagbes orais de artemisinina e derivados s&o absorvidas
rapidamente, mas de forma incompleta. A concentracao plasmatica maxima ocorre
em uma a duas horas e a maioria dos compostos possui meia vida de uma a trés
horas apdés a ingestdo. Formulagbes lipossoluveis, administrada por via
intramuscular, possuem meia vida maior devido a formacao de depdsito muscular
(AGTMAEL et al., 1999).

Com excecao da artemisinina, apdés absor¢do os derivados da artemisinina
séo convertidos primeiramente em dihidroartemisinina e depois metabolizados pelas
enzimas do citocromo P450 e outros sistemas enzimaticos. A dihidroartemisinina é
um potente antimalarico, possui tempo de meia vida de 45 minutos e 90% de ligacao

com proteinas plasmaticas (WOODROW et al., 2004).
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Monoterapia com artemisinina e derivados tem sido relacionada com altos
indices de recrudescéncia da doenca, um dos fatores € que o pico plasmatico reduz
a 20-30% dos valores do inicio do tratamento apds o dia cinco com administracao
diaria (AGTMAEL et al., 1999; GORDI et al., 2005). A artemisinina induz seu proéprio
metabolismo, provavelmente, pela inducdo enzimatica de familias do citocromo
P450 (CYP2C19 e CYP2B6) (SVENSSON e ASHTON, 1999; BURK et al., 2005).
Essa inducdo enzimatica pode resultar também em interacbes com outras drogas,
levando-se em conta que a artemisinina normalmente é administrada em
associagdes e a maioria desses medicamentos é substrato do citocromo P450
(GIAO e de VRIES, 2001).

Os receptores nucleares PXR (Pregnane Xenobiotic Receptor) e CAR
(Constitutive Androstane Receptor) medeiam a inducdo de enzimas do citocromo
P450 responsaveis pela metabolizagdo de diversos xenobidticos® e substancias
endogenas, como hormoénios esterdides (KRETSCHMER e BALDWING, 2005). A
artemisinina ativa os receptores PXR em humanos e CAR em humanos e
camundongos, atuando como agonista desses receptores; e € inibidora do receptor
PXR em camundongos. Artemisinina leva a indug¢do das enzimas do citocromo P450
CYP2B6, CYP2C19, CYP3A4 e o RNAmM do gene MDR1 (multi-drug resintance). O
provavel mecanismo de ag¢do da indugdo enzimatica da artemisinina é a ativacao
dos receptores PXR e CAR, levando ao aumento da sua metabolizacao, de outras
drogas e também de substancias enddgenas (BURK et al., 2005).

Alguns estudos demonstram que infeccdo por malaria modula a expressao e
a atividade de enzimas do CYP, reduzindo o metabolismo hepatico de

medicamentos e outros xenobidticos em humanos e roedores. Experimento

Xenobibticos: substancias quimicas estranhas ao organismo.
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realizado por Oliveira et al. (2006) demonstrou que infeccdo pelo P. berghei induz
CYP2A5 e 2E1, enquanto deprime a atividade de outras enzimas do CYP no figado
de camundongos. A modulacao da atividade de enzimas de metabolismo hepatico
em infeccbes pode malaria pode alterar a cinética dos farmacos antimalaricos,

modificando seus efeitos farmacoldgicos e toxicos (OLIVEIRA et al., 2006).
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2.3 RECEPTORES NUCLEARES PXR E CAR E HORMONIOS ESTEROIDES

Receptores nucleares constituem um grupo de fatores de transcrigcao ligados
ao DNA e sua agdo é dependente de interagdo com ligantes especificos (MAKINEN
et al., 2003).

Os receptores nucleares sdao muito importantes na farmacologia, mais de 10%
dos farmacos atuam modulando a atividade dessas proteinas, como os receptores
glicocorticéides (NR3C1) no tratamento de doencas inflamatérias, o receptor
androgénico (NR3C4) no cancer de prostata e o receptor estrogénico (NR3A1) no
cancer de mama. Além da utilizacdo terapéutica, os receptores nucleares estdo
implicados no metabolismo dos farmacos e interagdes medicamentosas,

principalmente através dos receptores PXR e CAR (GOODWING e MOORE, 2004).

2.3.1 Receptores nucleares PXR E CAR

O Pregnane Xenobiotic Receptor (PXR) (figura 11) é um receptor nuclear
que detecta substancias quimicas potencialmente toxicas e regula a expressao de
genes para seu metabolismo e eliminacdo. Os genes regulados pelo PXR envolvem
todas as fases do metabolismo das drogas, incluindo enzimas de metabolizagdo de
fase | citocromo P450, alelos 3A, 2C e 1A; enzima de metabolizacdo de fase |l
glutationa-S-transferase* e os genes MDR1 (multi-drug resistance gene-1) e MDR2

(multi-drug resistance gene-1)° (WATKINS et al., 2003a).

4 Glutationa-S-transferase € uma enzima de fase Il do metabolismo que catalisa reagdes de

conjugacéao do substrato com glutationa (GOODMAN e GILMAN, 2001).
° MDR1 e MDR2 sao genes de resisténcia a mdltiplas drogas e codificam a P-glicoproteina,
que funciona como bomba de efluxo para eliminagdo de varios farmacos (LINARDI e NATALINI,
2006).
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Progesterona e pregnenolona, um precursor da progesterona, sdo o0s
ativadores mais potentes do PXR, mas o PXR também é ativado por outros
hormbénios esterdides como androgénios, estrogénios, glicocorticbides e
mineralocorticéides (KLIEWER et al., 1998; ZHANG et al., 1999). Durante a gravidez
os niveis de progesterona aumentam muito e acredita-se que a ativagdao do PXR
seja importante para protecao do organismo contra os elevados niveis hormonais
(MASUYMA et al.,, 2001). PXR também regula o metabolismo de &cidos biliares

toxicos e 0 metabolismo de hormdnios esteréides (HURST e WAXMAN, 2004).

Figura 11: Estrutura do monémero do PXR
Fonte: WATKINS et al. (2003)

O PXR atua de maneira indiscriminada, detectando uma grande variedade de
xenobibticos com estruturas quimicas distintas (WATKINS et al., 2003a). PXR é
ativado por diversas drogas como rifampicina (antimicrobiano), nifedipina

(antihipertensivo), fenobarbital (anticonvulsivante) e artemisinina (antimalarico) e sua



32

ativacdo € responsavel por uma classe importante e perigosa de interacao
medicamentosa (WATKINS et al.,, 2003b; BURK, 2005). Ativacao de PXR pode
acelerar o metabolismo de outras drogas e reduzir sua eficacia terapéutica
(WATKINS et al., 2003a).

O PXR esta relacionado com biossintese, distribuicdo, metabolismo e
eliminacdo de horménios esterbides e sua ativacdo pode ser um fator de
desregulacdo enddécrina, mas existem poucos estudos relacionando PXR e
desreguladores enddcrinos (MIKAMO et al., 2003).

O CAR (Constitutive Androstane Receptor, NR1I3) (figura 12) esta
diretamente relacionado com o metabolismo de diversos xenobibticos e substancias
enddgenas, como os horménios esterdides. Estudos indicam que o CAR esta
envolvido no metabolismo da bilirrubina, eliminacdo de acidos biliares e respostas
adaptativas ao estresse nutricional (IKEDA et al., 2005).

O CAR é expresso, principalmente, no figado e no intestino e seus genes
incluem a indugcdo de enzimas do citocromo P450, enzimas de fase Il de
metabolizacdo e proteinas transportadoras de xenobioticos. A acdo do CAR difere
dos receptores nucleares classicos por apresentar atividade constitutiva,
independente da interacdo com ligante. A atividade constitutiva do CAR pode ser
revertida por uma classe de compostos conhecidos como agonistas inversos, entre

eles estdo o androstanol e androstenol (SHAN et al., 2004).
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Figura 12: Estrutura do CAR
Fonte: SHAN et al. (2004)

O CAR estd intimamente relacionado com o PXR e apresenta diversas
propriedades semelhantes. CAR e PXR estdo envolvidos em eliminar xenobiédticos e
também no metabolismo e transporte de substancias enddégenas. Ambos os
receptores estao presentes em mamiferos, mas somente o PXR esta presente em
nao-mamiferos (KLIEWER, 2002; GOODWING e MOORE, 2004). O CAR e PXR
possuem modos de ativacao diferentes, sendo que PXR esta presente no nucleo e o
CAR no citoplasma celular (HANDSCHIN e MEYER, 2005).

Os receptores nucleares mais semelhantes sdo CAR e PXR, eles possuem
aproximadamente 70% de aminoacidos idénticos no sitio de ligacdo ao DNA e 50%

no sitio de interagédo ao ligante (KLIEWER, 2002).
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2.3.2 Receptores Nucleares PXR e CAR e Citocromo P450

As proteinas do citocromo P450 (CYP) formam uma superfamilia de enzimas
que estao envolvidas no metabolismo oxidativo de compostos lipossollveis, como
hormbnios esterdides, acidos graxos, retindides, acidos biliares e substancias
quimicas estranhas como farmacos e outros xenobioticos (PASCUSSI, 2002). Nos
humanos existem 17 genes ja conhecidos de CYP e os trés primeiros (CYP1, CYP2
e CYP3) estdao envolvidas no metabolismo de drogas e xenobidticos. A
desintoxicacao mediada por CYP é o mecanismo de defesa pelo qual o organismo
se protege de substancias estranhas hidrofébicas, que sdo metabolizadas em
substancias mais hidrossollveis para serem mais facilmente conjugadas e
excretadas. CYP também é importante na biossintese do colesterol, metabolismo da
vitamina D e &cidos biliares e biossintese e catabolismo de horménios esterbides
(NELSON, 1999).

A expressdo dos genes do CYP pode ser modulada por compostos
endogenos e xenobidticos de estruturas diversas, que podem ou ndo ser substratos
das enzimas correspondentes (figura 13) (WAXMAN, 1999).

Diversos membros da familia dos receptores nucleares, como o CAR, PXR,
VDR (receptor da vitamina D), RXRa (receptor retindide x alfa) e GR (receptor
glicocorticéide) sdo capazes de induzir os genes responsaveis pela expressao das
subfamilias CYP2 e CYP3A, mediados por substancias endégenas ou xenobidticos
(PASCUSSI et al. 2003). O AhR (receptor aril carbono) é responsavel por induzir a
expressao da familia CYPA1 (JACOBS et al., 2003).

No homem, PXR é mediador da inducao de CYP3A4, CYP3A7, CYP2B6,

CYP2C8 e CYP2C9 (PASCUSSI et al. 2003). CYP3A4 é a enzima da familia P450
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mais abundante no figado, variando de 30 a 60% das enzimas P450 hepéaticas
(VIGNATI et al., 2004). CAR é responsavel pela inducdo de CYP2B6, CYP3A4 e

CYP2C9 (PASCUSSI et al., 2003).

Indutores quimicos «—> Horménios, citocinas,
fatores de crescimento

\ /

RECEPTORES E 3
FATORES DE TRANSCRICAO

Inducéo
v

EXPRESSAO DO GENE DO CYP

v

ENZIMAS P450

/N

Metabolismo de xenobibticos Metabolismo de esterdides enddgenos, acidos
graxos, protaglandinas

Figura 13: Interacdo dos xenobibticos e substancias enddégenas na indugédo do gene

de enzimas do CYP
Fonte: adaptacao de Waxman (1999)
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2.3.3 Receptores Nucleares PXR e CAR e Hormoénios esteroides na gestacao

Desreguladores endécrinos sao compostos capazes de mimetizar,
antagonizar, alterar ou modificar a atividade normal hormonal do organismo. Muitos
desreguladores enddcrinos ativam PXR e CAR e as enzimas do citocromo P450
expressas envolvem a biossintese, distribuicdo, metabolismo e eliminacdo de
hormbnios esteréides e outros compostos enddgenos, e pode ser uma rota
importante de desregulacdo endoécrina (MIKAMO et al., 2003; KRETSCHMER e
BALDWIN, 2005).

O desenvolvimento sexual e reprodutivo é regulado por androgénios,
estrogénios e progesterona. Alteragbes na biossintese ou na inativacdo podem
afetar a biodisponibilidade desses hormbnios, alterando sua atividade. A conversao
metabdlica dos hormdnios esterbdides poder ser uma reagdo de ativacao, como na
conversdo da testosterona em dihidrotestosterona ou na aromatizacdo de
androgénios em estrogénios. Por outros lado, a inativacdo e eliminacao de
hormbénios pode ocorrer através de reacbes de hidroxilacdo, conjugacao e
oxidoreducao no figado. Inducdo das enzimas hepaticas responsaveis por essas
reacOes pode resultar em aumento da metabolizagdo e inativagdo dos horménios
(YOU, 2004).

Alteracdes endocrinas nos hormoénios esterdides ocorrem naturalmente na
gravidez. Os niveis de hormoénios produzidos pelo ovario e placenta durante a
gravidez sdo aproximadamente 100 vezes maiores que em mulheres ndo gravidas.
Aumento nos niveis de progesterona é importante para implantacdo do embrido,

relaxamento da musculatura uterina para manutencdo da gravidez e protecdo da
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rejeicdo tecidual induzida por linfocitos T. Estrogénios sado importantes para a
implantacéo do embrido e para o parto (MASUYAMA et al., 2001).

Testosterona e seus metabdlitos sdao importantes durante o periodo de
diferenciacao sexual cerebral no feto macho para masculinizacao e desfeminilizacéao
do comportamento sexual e desenvolvimento das capacidades reprodutivas
(PEREIRA et al., 2003).

Algumas substdncias como nonilfenol e ftalatos, conhecidos como
desreguladores enddcrinos, ativam PXR e induzem CYP3A em ratos (MASUYAMA
et al, 2000; HURST e WAXMAN, 2003). Fenobarbital e fenitoina
(anticonvulsivantes), agonistas do CAR, quando administrados na gravidez geram
risco de anormalidades no desenvolvimento, como criptorquidia e malformacdes nos
genitais, em humanos machos (KRETSCHMER e BALDWIN, 2005). Rifampicina
(antimicrobiano), potente ativador do PXR e indutor do CYP3A, aumenta a
metabolizacdo de contraceptivos orais, indicando que aumenta a metabolizacéo de
esteroides (ZHANG et al., 1999; LI et al., 1999; YOU, 2004).

Nao é certo que um aumento no catabolismo e eliminacédo de esterdides ira
alterar a funcao desses hormdnios, pois sua biodisponibilidade é regulada por varios
mecanismos diferentes, mas caso essas alteragées ocorram, durante a gestacao,

poderdo ocorrer defeitos irreversiveis no desenvolvimento do feto (YOU, 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O estudo tem por objetivo investigar a toxicidade reprodutiva da artemisinina
em ratas Wistar prenhas e sua progénie, expostas ao tratamento com artemisinina

em periodos criticos da gestacao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da artemisinina sobre o estado hormonal de ratas Wistar prenhas
tratadas por sete dias consecutivos logo ap6s o implante do embrido, no periodo

da organogénese.

e Avaliar as conseqlUéncias da exposi¢ao a artemisinina por sete dias consecutivos

em embrides durante o periodo da organogénese.

e Avaliar o efeito da artemisinina sobre ratas Wistar prenhas tratadas por sete dias

consecutivos no periodo fetal.

e Investigar os possiveis efeitos adversos da artemisinina sobre o desenvolvimento
geral e sexual nos descendentes machos e fémeas de ratas tratadas durante a

prenhez.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Nos experimentos foram utilizados ratos (Rattus norvegicus), variedade
Wistar, criados no biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal
do Parand, Curitiba - PR. Os animais foram mantidos em salas com temperatura
constante (22 + 2°C), obedecendo a fase claro/escuro de 12 horas (luzes acesas das
7 as 19 horas) e recebendo agua e racao a vontade. Todos os estudos estiveram de
acordo com as normas da Universidade Federal do Parana para utilizagdo de
animais de laboratérios. Numero do protocolo de aprovacao do comité de ética:
0157.

Ratas Wistar (n=80) foram acasaladas com ratos machos adultos durante a
fase escura do ciclo de luz (12 horas), na proporcdo de um macho para quatro
fémeas. Foram feitos esfregacos vaginais diarios de cada fémea, realizados com
auxilio de micropipeta, através de lavagens vaginais com 50 pL de agua destilada e
posterior avaliagdo, a fresco, em microscopia 6tica (200x), para verificar a presenca
de espermatozoides e confirmar a coépula, sendo que o dia de deteccao de
espermatozoides no esfregaco vaginal € considerado como dia zero da gestacao.
Os acasalamentos foram repetidos diariamente até a obtencdo de um ndmero
suficiente de progenitoras para a realizagcao dos experimentos. As fémeas prenhas
foram mantidas em caixas coletivas de polipropileno (414 x 344 x 168 mm), em
namero de quatro por caixa. O dia do parto foi designado como 1° dia pds-natal, e os

filhotes foram desmamados no 21¢ dia de lactacao.



40

4.2 SUBSTANCIA UTILIZADA

O medicamento utilizado foi a artemisinina, extraida da planta Artemisia
annua, fornecida gentilmente pelo CPQBA (Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas Biolégicas e Agricolas) da UNICAMP. A metodologia de extracao da

artemisinina foi descrito por Rodrigues et al. (2006).

4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

As fémeas prenhas obtidas durante os acasalamentos foram separadas
randomicamente em oito grupos. Foram usados grupos experimentais com 10
animais cada.

Quatro grupos (Experimento 1) foram tratados nos dias sete a treze de
prenhez, periodo da organogénese, e as fémeas sacrificadas no dia catorze, para
avaliar massas dos 6rgaos e niveis hormonais de progestagenos e testosterona. As
fémeas foram tratadas depois do sexto dia para evitar efeito sobre a implantacao do
ovo (perda pré-implante), que no rato ocorre cinco a seis dias apds a fecundacéo
(BERNARDI et al., 2002).

Quatro grupos (Experimento 2) foram tratados nos dias 14 a 20 de prenhez,
periodo fetal, critico para a diferenciacdo sexual cerebral, onde ocorre pico de
testosterona nos fetos machos (PEREIRA et al., 2003).

Os oito grupos de fémeas prenhas foram distribuidos em dois experimentos,
contendo quatro grupos de dez fémeas com evidéncia de prenhez em cada um.

No experimento 1, a artemisinina foi administrada por sete dias durante a

organogénese (dias 7 a 13 de prenhez), enquanto que nas fémeas do experimento 2
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foi administrada, também por sete dias, no periodo fetal (dias 14 a 20 de gestacao).
Em ambos os experimentos utilizou-se trés doses de artemisinina: 7, 35 e 70 mg/kg,
sendo que em um grupo de fémeas de cada experimento utilizou-se placebo,
caracterizando assim, o grupo controle.

As doses de artemisinina utilizadas foram baseadas na dose terapéutica em
humanos (ALIN et al., 1990; HUNG et al., 1997; ASHTON et al., 1998).

Todos os animais foram tratados por via oral (gavage) com volume de

administragao de 5mL/kg.

4.3.1 Experimento 1 - Organogénese (n=40)
a. grupo controle: (n=10) veiculo (tween 80 1% em agua destilada)
b. grupo ART 7: (n=10) 7 mg/kg/dia de artemisinina
c. grupo ART 35: (n=10) 35 mg/kg/dia de artemisinina

d. grupo ART 70: (n=10) 70 mg/kg/dia de artemisinina

4.3.2 Experimento 2 - Periodo Fetal (n=40)
a. grupo controle: (n=10) veiculo (tween 80 1% em agua destilada)
b. grupo ART 7: (n=10) 7 mg/kg/dia de artemisinina
c. grupo ART 35: (n=10) 35 mg/kg/dia de artemisinina

d. grupo ART 70: (n=10) 70 mg/kg/dia de artemisinina



42

4.4 EXPERIMENTO 1 - EXPOSICAO DURANTE A ORGANOGENESE

4.41 Toxicidade materna

A massa das progenitoras durante prenhez foi verificado diariamente e o
ganho de massa foi registrado percentualmente em relagdo ao peso do 1° dia de
prenhez.

As fémeas foram sacrificadas no 14 dia de prenhez e foram determinadas as

massas dos 6rgaos (utero, ovarios, figado, rins, adrenais e hipdfise).

4.4.2 Dados da prenhez

Ap6s o sacrificio das fémeas no 14° dia de prenhez o utero foi retirado e foram
avaliados os parametros de: numero de implantes uterinos, embrides viaveis e
reabsorcdes. Os embrides foram observados em lupa para determinacdo da
viabilidade, os embrides em reabsorcédo se apresentavam sem estruturas definidas,

apenas como uma massa disforme.

4.4.3 Niveis plasmaticos de progestagenos e testosterona maternos

Para a determinagéo dos niveis plasmaticos de progestagenos e testosterona
maternos, o sangue dos animais foi coletado apds a decapitacdo da progenitora no
dia 14 de prenhez, utilizando heparina como anticoagulante. O plasma foi separado
por centrifugacao, congelado imediatamente e estocado a -20°C até a analise. Os

niveis plasmaticos de progestagenos e testosterona foram determinados por enzima
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imunoensaio (MUNRO et al., 1991). Os anticorpos para os progestagenos (pregnane
monoclonal CL452 diluicdo 1:10.000) e para testosterona (anti-testosterona
policlonal R156/7 diluicao 1:7.500) foram obtidos de Coralie Munro (Universidade da
Califérnia, Davis, CA, USA). O CL452 reage de maneira cruzada com varios
metabdlitos da progesterona, incluindo 4-pregnen-3,20-diona (100%), 4-pregnen-3a-
ol-20-ona (188%), 4-pregnen-3b-ol-20-ona (172%), 4-pregnen-11a-ol-3,20-diona
(147%), 5a-pregnan-3b-ol-20-ona (94%), 5a-pregnan-3b,20-diona (64%), 5a-
pregnan-3,20-diona (55%), 5b-pregnan-3b-ol-20-ona (12.5%), 5-pregnan-3,20-diona
(8.0%), 4-pregnen-11b-o0l-3,20-diona (2.7%), e 5b-pregnan-3a-ol-20-ona (2.5%). As
reacdes cruzadas para o anticorpo anti-testoterona sao: testosterona (100.0%), 5a-
dihidrotestosterona  (57.4%), androstenediona (0.27%), e androsterona,
dehidroepiandrosterona (DHEA), colesterol, estradiol, progesterona e pregnenolona
(< 0.05%).

Varias diluicbes de misturas de plasmas produzem curvas paralelas em
relacdo ao padrao validando o teste. A sensibilidade do ensaio foi de 0,78 e 2,6
pg/poco para progesterona e testosterona, respectivamente. As placas foram lidas

com um filtro de 405nm em leitor de microplaca.

4.5 EXPERIMENTO 2 - EXPOSICAO DURANTE O PERIODO FETAL

4.5.1 Toxicidade materna

A massa das progenitoras durante a prenhez e lactagdo foi verificado

diariamente e o ganho de massa foi registrado percentualmente em relagéo ao peso

do 12 dia de prenhez e lactacao, respectivamente. No 18° dia de gestagéo as fémeas
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foram separadas em caixas individuais. Apds o parto as fémeas permaneceram com
os filhotes até o dia 21 pds-natal (periodo de lactacdo), quando foram sacrificadas.
As fémeas que nao pariram foram sacrificadas no dia 24 de prenhez.

Apbs o sacrificio foram determinadas as massa dos 6rgaos (Utero, ovarios,

figado, rins e adrenais).

4.5.2 Dados gerais da prenhez e lactacao

No 21°. dia da lactacdo (desmame) as progenitoras foram sacrificadas por
decapitacdo e o Utero retirado para a contagem do nimero de implantes uterinos.
Foram determinados a duragdo da prenhez tamanho das ninhadas e numero de
filhotes vivos e mortos. Foram calculadas as perdas pés-implantes, a razao sexual e
os indices de parto, nascimento, viabilidade e desmame, segundo as férmulas

abaixo:

a. Perdas pos-implantes (%):n° de implantes — n® de filhotes nascidos vivos (x100)

n® de implantes x 100

b. Razao sexual (%): n® de filhotes machos (x100)

n® de filhotes fémeas

c. indice de parto (%): n® de fémeas que pariram (x100)

n® de fémeas com espermatozdides no esfregago vaginal
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d. indice de nascimento (%): n> de filhotes nascidos vivos (x100)

n° de filhotes nascidos

e. indice de viabilidade (%): n° de filhotes vivos no 4°. dia pés-natal (x100)

n° de filhotes nascidos vivos

f. indice de desmame: n° de filhotes vivos no desmame (x100)

n° de filhotes nascidos vivos

4.5.3 Avaliacao geral dos descendentes

A 1% geracdo de descendentes foi avaliada para as varidveis de

desenvolvimento geral:

a. tamanho das ninhadas

b. desenvolvimento ponderal dos filhotes durante a lactacao: o desenvolvimento

ponderal foi avaliado com a verificacdo da massa dos descendentes diariamente

durante a lactacéo.

c. viabilidade dos descendentes: filhotes vivos no quarto dia p6s-natal.

d. periodo (dias) para descolamento bilateral dos pavilhées auriculares

e. periodo (dias) para surgimento de pélos
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f. periodo (dias) para abertura bilateral dos olhos

4.6.4 Avaliacao dos descendentes machos

O desenvolvimento sexual dos descendentes foi avaliado segundo protocolo
adaptado da EPA (Environmental Protection Agency, 2002).

Em todos os descendentes machos foram avaliados os seguintes parametros:
desenvolvimento ponderal, descida bilateral dos testiculos e separacdo prepucial
completa.

Foram separados trés filhotes machos de cada progenitora, que foram
sacrificados apds 90 dias de vida e foram avaliadas as seguintes variaveis: massa
dos 6rgaos (testiculos, epididimos, prostata, vesicula seminal, figado, rins e
adrenais), producao espermatica, morfologia espermatica e niveis plasmaticos de

testosterona.

a. Desenvolvimento ponderal: O desenvolvimento ponderal foi avaliado tomando-

se a massa dos descendentes nos dias 1, 7, 14 e 21 ap6s o0 nascimento.

b. Descida bilateral dos testiculos: Os descendentes machos foram avaliados
quanto a descida bilateral dos testiculos a bolsa escrotal. O momento da descida
dos testiculos a bolsa escrotal foi investigado através da palpacdo diaria da bolsa
escrotal a partir do 14° dia pds-natal e subseqientemente até que todos os

descendentes apresentassem essa caracteristica.
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c. Separacao prepucial completa: A separagdo prepucial foi investigada
diariamente a partir do 33° dia pds-natal, através da retracdo manual do prepucio,

até que a separacao prepucial estiver completa em todos os descendentes.

d. Peso absoluto e relativo de érgaos: Foram determinados os pesos absolutos e
relativos (peso do 6rgao/peso corporal x 100) dos testiculos, epididimos, préstata,
vesicula seminal (com glandulas coaguladoras), figado e rins. Para érgaos pares
(testiculos, epididimos e rins) foi utilizada média entre os lados esquerdo e direito. A
retirada e pesagem dos 6rgaos foram realizadas logo apés o sacrificio dos animais
por decapitacdo. A préstata foi pesada sem a capsula prostatica enquanto a
pesagem da vesicula seminal foi realizada ap6s a retirada do liquido seminal por

perfuragdo e raspagem.

e. Producao espermatica diaria e contagem de espermatozéides na cauda do
epididimo: Apds a remocao da tunica albuginea, cada testiculo foi homogeneizado
em 10 mL de cloreto de sédio 0,9% (salina) contendo 0,5% de Triton X-100 em
homogeneizador de tecidos por um minuto. O homogeneizado foi diluido dez vezes
em salina para a contagem microscépica do numero de espermatides resistentes a
homogeneizacao (espermatides nos estagios 17 a 19), em camara hemocitométrica
de Burker. O numero de esperméatides por animal, obtido pela soma das contagens
do testiculo esquerdo e direito, foi dividido por 6,1 dias para a conversao em
producdo espermatica diaria. Esse divisor (6,1) corresponde ao numero de dias do
epitélio seminifero em que as espermatides nos estagios 17 a 19 estdo presentes.

Para a contagem do numero de espermatozdides, as caudas dos epididimos foram
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cortadas em pequenos pedacos, homogeneizadas e processadas da mesma forma

que os testiculos.

f. Morfologia espermatica: Para avaliar o percentual de espermatozoides
morfologicamente anormais, uma suspensao de espermatozodides foi obtida através
da lavagem da luz do ducto deferente com 0,5 mL de cloreto de sédio 0,9%. Uma
aliquota dessa suspensao foi utilizada para confeccao de esfregacgo, que foi corado
com Vermelho Congo e Violeta Genciana. Duzentos espermatozoéides por animal
foram analisados microscopicamente em aumento de 400x, sendo registrados o

percentual total de espermatozo6ides com defeitos de cauda e/ou cabeca.

d- Niveis plasmaticos de testosterona: Para a determinagdo dos niveis
plasmaticos de testosterona, o sangue dos animais foi coletado por decapitacao,
utilizando heparina como anticoagulante. Apés centrifugacéo, o plasma foi separado
e mantido a -20°C até o momento da andlise. Os niveis plasmaticos de testosterona
foram dosados por enzima imunoensaio como descrito na andlise hormonal materna

(4.5.1).

4.6.5 Avaliacao das descendentes fémeas

a. Desenvolvimento ponderal: O desenvolvimento ponderal foi avaliado tomando-

se a massa dos descendentes nos dias 1, 7, 14 e 21 apds o0 nascimento.

b. Abertura do canal vaginal: A partir do 30° dia p6s-natal, as descendentes foram

examinadas diariamente para registro do dia da completa abertura do canal vaginal.
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c. Primeiro estro e regularidade do ciclo estral: A partir do dia da abertura
completa do canal vaginal, foi realizado, diariamente, o esfregaco vaginal, para a
observacao, em microscopia 6tica (aumento de 200x), dos tipos celulares do epitélio
vaginal, para o registro do dia do primeiro estro e avaliada a regularidade do ciclo
estral, observando o tempo (dias) entre dois estros consecutivos durante cinco
estros (quatro ciclos completos).

A avaliacdo do esfregaco vaginal foi baseada nos seguintes critérios
histolégicos: proestro: predominancia de células epiteliais nucleadas, estro: células
epiteliais cornificadas, metaestro: presenca tanto de células epiteliais cornificadas
quanto de leucécitos, diestro: predominancia de leucécitos (CHAHOUD e
KWASIGROCH, 1977; EPA US, 1996; EPA US, 2000).

As fémeas que ndao completaram quatro ciclos sexuais foram eliminadas.

d. Variaveis reprodutivas: As descendentes fémeas foram sacrificadas por
decapitacao, no dia do 5° estro, sendo entao retirados: utero, ovarios, figado, rins e
adrenais para registro das massas. O utero foi seccionado logo acima da juncao
com a cérvix e na jungcdo dos cornos uterinos com os ovarios, sendo registrada a
massa com conteudo. Para os 6rgaos pares (ovarios e rins) foi reportada a média

das massas.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis com medidas intervalares e que apresentaram distribuicdo
normal foram analisadas através de analise de variancia (ANOVA). As diferencas
entre os grupos foram determinadas pelo teste de Tukey. As variaveis dos
descendentes foram analisadas pelo teste-t ou Mann-Whitney. As variaveis
indicadas como indices ou percentuais foram analisadas pelo teste do qui-quadrado,
com excecdo das massas relativas de 6rgaos, que também foram analisadas
através de ANOVA seguido de Tukey. O nivel de significancia estatistico utilizado foi
de 5% (p < 0,05). Para andlise estatistica e confeccao dos graficos foi utilizado o

programa Graphpad Prism® versao 3.0.



4.7 DESENHO EXPERIMENTAL

Massa dos 6rgaos:
(Utero, ovario, figado,
rins, adrenal e hipdfise)

A

gd7

Gavage
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Tratamento (n=40)
Grupo controle: veiculo
Grupo ART7: 7 mg/kg/dia

gdi13

Numero de implantes, embrides
viaveis e reasorgoes

Niveis plasmaticos de
progestagenos

FOO

gdi14

Niveis plasmaticos de testosterona

Gavage

Grupo ART35: 35 mg/kg/dia
Grupo ART70: 70 mg/kg/dia

Tratamento (n=40)
Grupo controle: veiculo

Dados da prenhez e lactacao:

Massa das progenitoras

Duracao da prenhez

Tamanho das ninhadas

Razéo sexo

Perdas pés-implante

Massa dos descendentes

5 (nascer-desmame)

Indices de parto, nascimento, viabilidade e
desmame

Desenvolvimento geral dos descendentes
Desenvolvimento ponderal
Descolamento das orelhas
Aparecimento dos pélos
Abertura dos olhos

gd20

pdn1

De

Desenvolvimento ponderal

Abertura do canal vaginal

Primeiro estro F1 9

Regularidade do ciclo estral .

Massa dos 6rgaos 42, estro

(Gtero, ovario, figado,

pdn21

rins e adrenal)

Legendas:

FOQ - progenitoras

F19 - primeira geragao de descendentes fémeas
3 - primeira geracdo de descendentes machos
gd - dia de gestagao

pdn - dia pés-natal

A - acasalamento

P - parto

De - desmame

ART - artemisinina

Figura 14: Esquema do protocolo desenvolvido
Fonte: baseado em EPA (2002)

pdn65

pdn 90

Grupo ART7: 7 mg/kg/dia
Grupo ART35: 35 mg/kg/dia
Grupo ART70: 70 mg/kg/dia

Desenvolvimento ponderal
Descida bilateral dos testiculos
Separagao prepucial completa
Massa dos 6rgaos
(testiculo, epididimo,
prostata, vesicula seminal,
figado, rim e adrenal)
Producédo espermatica
Morfologia espermatica
Niveis plasmaticos de
testosterona
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5 RESULTADOS

5.1 TOXICOLOGIA REPRODUTIVA DA ARTEMISININA NO PERIODO POS-

IMPLANTE (ORGANOGENESE) — EXPERIMENTO 1

A administracdo de artemisinina n&o interferiu na massa corporal das
progenitoras (grafico 1). No ganho de massa corporal (percentual de ganho de peso
em relacdo ao 1° dia de prenhez) (grafico 2) das progenitoras até o 14° dia de
prenhez houve uma reducdo nas ratas dos grupos tratados com 35 e 70 mg/kg de
artemisinina com relagdo ao controle, a partir do inicio do tratamento, mas esses
valores ndo foram estatisticamente significante.

O tratamento com artemisinina ndo afetou as massas absolutas e relativas
dos 6rgaos (ovarios, utero, figado, rins, adrenais e hipo6fise) em nenhuma das doses
testadas (tabela 1).

Nao houve diferenga significativa entre o nimero de implantes das fémeas
tratadas com as diferentes doses de artemisinina e as tratadas com o veiculo
(gréfico 3). Da mesma maneira ndo houve alteragdo entre o nimero de embrides
viaveis e reabsorcdes das maes controle e tratadas com a dose de 7 mg/kg/dia.
Entretanto, todos os embrides das maes tratadas com as doses de 35 e 70
mg/kg/dia foram reabsorvidos (graficos 4 a 6). Os embribes considerados em
reabsorcdo apresentavam aparéncia de massa disforme, observada em lupa; nos

embrides viaveis era possivel a observagdo do embrido integro (figura 15).
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Grafico 1: Massa corporal durante a prenhez de ratas expostas a artemisinina nos
dias 7 a 13 de prenhez

NOTAS: Grupo controle: 7 animais. Grupo ART 7: 9 animais. Grupo ART 35: 8 animais.
Grupo ART 70: 8 animais. Os resultados expressam média + erro padrao.
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Grafico 2: Ganho de massa corporal durante a prenhez de ratas expostas a
artemisinina nos dias 7 a 13 de prenhez

NOTAS: Grupo controle: 7 animais. Grupo ART 7: 9 animais. Grupo ART 35: 8 animais.
Grupo ART 70: 8 animais. Os resultados expressam média + erro padrao.
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Tabela 1 - Massa absoluta e relativa de 6rgaos de progenitoras sacrificadas no 14°

dia de prenhez expostas a artemisinina nos dias 7 a 13 de prenhez

VARIAVEIS CONTROLE ARTEMISININA (mg/kg)

7 35 70
Fémeas com evidéncia 10 10 10 10
de prenhez
Progenitoras 7 9 8 8
Massa corporal (g) 258 + 5,51 254 + 4 51 256 + 8,10 255 +5.33
MASSA ABSOLUTA
Utero (g) 5,78 + 1,24 6,85 0,76 4,23 +0,88 4,25 £ 0,77
Ovarios (mg) 49,3 + 3,14 51,0 + 3,83 53,4 £ 2,32 57,8 £ 3,11
Figado (g) 10,4 £ 0,26 10,7 £ 0,33 10,3+ 0,43 10,9 £ 0,48
Rins (mg) 845 + 31,7 828 +16.,0 833 + 38,0 830 + 34,0
Adrenal (mg) 34,8 +2,10 37,3+2,85 32,4+ 1,96 28,3 £ 2,02
Hipofise (mg) 11,6 £ 0,95 9,44 0,88 10,13 + 1,01 8,38+ 1,16
MASSA RELATIVA
Utero (%) 2,26 + 0,49 2,69 +0,28 1,61 £0,32 1,61 £ 0,29
Ovaérios (%) 0,019 + 0,001 0,020 + 0,001 0,021 + 0,001 0,022 + 0,001
Figado (%) 4,03 + 0,09 422 +0,15 3,98 + 0,07 414 +0,18
Rins (%) 0,33 £ 0,011 0,33 + 0,004 0,32 £ 0,008 0,31 +£0,010
Adrenal (%) 0,014 + 0,001 0,015 + 0,001 0,012 £ 0,001 0,011 £ 0,001
Hipdfise (%) 0,004 +0,0003 0,003 £0,0003 0,004 £0,0004 0,003 +0,0004

NOTAS: Os resultados expressam a média + erro padrao.
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Grafico 3: Implantes uterinos no 14° dia de prenhez em ratas expostas a

artemisinina nos dias 7 a 13 de prenhez

NOTAS: Os resultados expressam média + erro padrao. n = nUmero de animais por

grupo.
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Grafico 4: Embrides viaveis no 14° dia de prenhez de progenitoras expostas a

artemisinina nos dias 7 a 13 de prenhez

NOTAS: n = ndmero de animais por grupo. Os resultados expressam média + erro
padrdo. ** Significativamente diferente do grupo que recebeu apenas veiculo (p < 0,01)
— ANOVA seguido do teste de Tukey.
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Grafico 5: Percentual de embrides viaveis em relacdo ao numero de implantes
uterinos de progenitoras expostas a artemisinina nos dias 7 a 13 de

prenhez

NOTAS: n = niumero de animais por grupo. Os resultados expressam média + erro
padréo.

** Significativamente diferente do grupo que recebeu apenas veiculo (p < 0,01) —
ANOVA seguido do teste de Tukey.
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Grafico 6: Percentual de perdas pds-implante em ratas expostas a artemisinina nos

dias 7 a 13 de prenhez

NOTAS: n = numero de animais por grupo. Os resultados expressam média + erro
padréo.

** Significativamente diferente do grupo que recebeu apenas veiculo (p < 0,01) —
ANOVA seguido do teste de Tukey.



57

CONTROLE ARTEMISININA (mg/kg)
7 35

A B C D

Figura 15: Embriées no 14° dia de prenhez ap6s exposicao a artemisinina durante a

organogénese

NOTAS: A e B — embrides viaveis. C e D — embrides em reabsorgao.

Os niveis plasmaticos de progestdgenos dosados apds o tratamento com
artemisinina estdo ilustrados no grafico 7. Embora os grupos que receberam as
doses de 35 e 70 mg/kg mostrassem uma tendéncia a reducdo nos niveis de
progestagenos plasmatico apds o periodo de tratamento quando comparada com o
controle esta diferenca nao foi estatisticamente significante. J& os niveis plasmaticos
de testosterona materna apds tratamento com artemisinina (grafico 8) foram
significativamente diferentes do controle, fémeas tratadas com 7 mg/kg sofreram um
aumento nos niveis de testosterona, enquanto fémeas tratadas com 35 e 70 mg/kg

tiveram uma reducao.
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Grafico 7: Niveis plasmaticos de progestagenos no 142 dia de prenhez em ratas

expostas a artemisinina nos dias 7 a 13 de prenhez

NOTAS: n = nimero de animais por grupo. Os resultados expressdo média + erro
padrao.
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Grafico 8: Niveis plasmaticos de testosterona no 14° dia de prenhez em ratas

expostas a artemisinina nos dias 7 a 13 de prenhez

NOTAS: n = nimero de animais por grupo. Os resultados expressdo média + erro
padrdo. ** Significativamente diferente do grupo que recebeu apenas veiculo (p < 0,01)
— ANOVA seguido do teste de Tukey.
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5.2 TOXICOLOGIA REPRODUTIVA DA ARTEMISININA NO PERIODO POS-

IMPLANTE (PERIODO FETAL) — EXPERIMENTO 2

A administracao de artemisinina nao interferiu no ganho de massa corporal
durante a prenhez entre as fémeas do grupo controle e as que receberam 7
mg/kg/dia de artemisinina, no entanto houve alteracédo significativa entre as fémeas
do grupo controle e as tratadas com 35 e 70 mg/kg/dia de artemisinina (graficos 9 e

10), que apresentaram reducao de massa corporal.
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Grafico 9: Massa corporal durante a prenhez de ratas expostas a artemisinina nos
dias 14 a 20 de prenhez

NOTAS: Os resultados expressam média + erro padrao. Controle: 8 animais. ART 7: 8
animais. ART 35: 12 animais. ART 70: 9 animais. * Significativamente diferente do
grupo que recebeu apenas veiculo (p < 0,05) — ANOVA seguido do teste de Tukey.
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Grafico 10: Ganho de massa corporal durante a prenhez de ratas expostas a

artemisinina nos dias 14 a 20 de prenhez

NOTAS: Os resultados expressam média + erro padréo. Controle: 8 animais. ART 7:
8 animais. ART 35: 12 animais. ART 70: 9 animais. ** Significativamente diferente do

grupo que recebeu apenas veiculo (p < 0,01) — ANOVA seguido do teste de Tukey.

Nao houve diferenca no numero de implantes entre os grupo tratados com

artemisinina e o grupo controle (tabela 2). A administracdo de artemisinina na dose

de 7 mg/kg/dia nao interferiu no tamanho das ninhadas (tabela 2), indices de perda

pds-implante (grafico 11), nascimento (grafico 12), viabilidade (grafico 13), desmame

(gréfico 14) e parto (grafico 15). No entanto nos grupos tratados com 35 e 70

mg/kg/dia houve diferenga significante com relagdo ao grupo tratado com controle

veiculo em todos esses parametros.
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Tabela 2 — Dados da prenhez de ratas expostas a artemisinina nos dias 14 a 20 de

prenhez
VARIAVEIS CONTROLE ARTEMISININA (mg/kg)

7 35 70
Fémeas com evidéncia de 15 15 15 15
prenhez
Fémeas prenhas 8 8 12 9
Fémeas que pariram 8 8 3 0
Tamanho das ninhadas 8,00 £ 1,25 10,3+£1,32 1,17 +1,00* 0,0 **
Numero de implantes 9,12+1,14 10,5+ 1,17 10,2+1,01 11,2+0,86

NOTAS: Os resultados expressam média + erro padréo.
* Significativamente diferente do grupo que recebeu apenas veiculo (*p < 0,05; ** p< 0,01) —
ANOVA seguido do teste de Tukey.
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Grafico 11: Perdas pés-implante em ratas expostas a artemisinina nos dias 14 a 20

de prenhez

NOTAS: n = nimero de animais por grupo. Os resultados expressam média + erro
padréo.

** Significativamente diferente do grupo que recebeu apenas veiculo (p < 0,01) —
ANOVA seguido do teste de Tukey.
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Grafico 12: indice de nascimento em progenitoras expostas & artemisinina nos dias

14 a 20 de prenhez

NOTAS: n = numero de animais por grupo. Os resultados expressam média + erro
padréo.

** Significativamente diferente do grupo que recebeu apenas veiculo (p < 0,01) —
ANOVA seguido do teste de Tukey.
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Grafico 13: indice de viabilidade de descendentes de progenitoras expostas a

artemisinina nos dia 14 a 20 de prenhez

NOTAS: n = nUmero de animais por grupo. Os resultados expressam média + erro
padrdo. ** Significativamente diferente do grupo que recebeu apenas veiculo (p <
0,01) — ANOVA seguido do teste de Tukey.



63

:\3100— —
) |
£ 75
£
7]
Q
T 504
)
o —
8 25
— n * % * %
2 n N n n
- 8 g 12 9
0
Controle 7 35 70
Artemisinina (mg/kg)

Grafico 14: indice de desmame de descendentes de progenitoras expostas a
artemisinina nos dia 14 a 20 de prenhez

NOTAS: n = nimero de animais por grupo. Os resultados expressam meédia + erro
padrdo. ** Significativamente diferente do grupo que recebeu apenas veiculo (p <
0,01) — ANOVA seguido do teste de Tukey.
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Grafico 15: indice de parto de progenitoras expostas a artemisinina nos dia 14 a 20
de prenhez

NOTAS: n = nimero de animais por grupo. * Significativamente diferente do grupo
que recebeu apenas veiculo (p < 0,05) — qui-quadrado
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Nenhuma rata do grupo tratado com 70 mg/kg/dia de artemisinina pariu, todos
os filhotes foram reabsorvidos. Duas ratas do grupo ART 35 (35 mg/kg/dia de
artemisinina) pariram, mas os filhotes nao sobreviveram. Os dados da lactacdo e
desenvolvimento geral dos descendentes machos e fémeas foram avaliados
somente nos grupos controle e tratado com 7 mg/kg/dia de artemisinina.

A massa corporal, ao nascer € ao desmame, nao diferiu entre os
descendentes expostos ao controle veiculo e a artemisinina na dose de 7 mg/kg/dia.
O desenvolvimento ponderal dos filhotes durante a lactacao também nao foi alterado
(gréfico 16), bem como os parametros para avaliacdo de desenvolvimento geral da
prole: periodo (dias) para descolamento bilateral das orelhas (grafico 17),

crescimento dos pélos (grafico 18) e abertura bilateral dos olhos (grafico 19).
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Grafico 16: Desenvolvimento ponderal no periodo da lactacdo de descendentes

expostos a artemisinina no periodo fetal

NOTAS: Controle: 46 animais. ART 7: 72 animais. Os resultados expressam média +
desvio padrao.
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Grafico 17: Descolamento de orelhas em descendentes expostos a artemisinina no
periodo fetal

NOTAS: n = numero de animais por grupo. ART = artemisinina Os resultados
expressam média + desvio padrio.
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Grafico 18: Aparecimento de pélos em descendentes expostos a artemisinina no
periodo fetal

NOTAS: n = numero de animais por grupo. ART = artemisinina. Os resultados
expressam média + desvio padrao.
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Grafico 19: Abertura bilateral dos olhos em descendentes expostos a artemisinina

no periodo fetal

NOTAS: n = ndmero de animais por grupo. ART = artemisinina. Os resultados
expressam média + desvio padrio.

Foram observadas alteragdes estruturais em uma filhote fémea exposta a 7
mg/kg de artemisinina. Ela apresentou massa corporal menor que as irmas, pélos
ericados, alteracbes estruturais nas patas e dentes e atraso na abertura do canal

vaginal (figura 16).
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Cc D

Figura 16: Alteracdes estruturais em filhote exposto a de artemisinina no periodo
fetal

NOTAS: A: diferenca no tamanho em comparacdo com sua irma. B: alteragbes nas
patas e piloerecao. C: dente normal. D: dente com alteragéo estrutural.

A exposicao a artemisinina nos dias 14 a 20 de prenhez com 7 mg/kg nao
afetou o tempo de desenvolvimento dos marcadores sexuais analisados, descida
dos testiculos e separagdo prepucial (graficos 20 e 21, respectivamente), nos

descendentes machos quando comparado ao grupo controle.
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Grafico 20: Descida bilateral dos testiculos em descendentes machos expostos a

artemisinina no periodo fetal

NOTAS: n = ndmero de animais por grupo. ART = artemisinina. Os resultados
expressam média + desvio padrio.
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Grafico 21: Separacao prepucial completa em descendentes machos expostos a

artemisinina no periodo fetal

NOTAS: n = ndmero de animais por grupo. ART = artemisinina. Os resultados
expressam média + desvio padrio.
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A producao espermatica diaria mostrou um decréscimo no grupo exposto a
artemisinina, essa diferenca néo foi estatisticamente significante, no entanto, o
numero de espermatozéides na cauda do epididimo foi estatisticamente reduzido no
grupo exposto a artemisinina quando comparado ao grupo de animais controle,
enquanto na dosagem dos niveis plasmaticos de testosterona ndo houve diferenca
significativa entre o grupo controle e o tratado com 7 mg/kg de artemisinina (tabela
3). O peso dos 6rgaos (testiculos, epididimos, préstata, vesicula seminal, figado, rins

e adrenais) nao diferiu do grupo controle (tabela 4).

Tabela 3 — Variaveis reprodutivas em descendentes machos expostos a artemisinina
no periodo fetal

VARIAVEIS CONTROLE ARTEMISININA

7 mg/kg

Numero de progenitoras 6 7

Numero de descendentes 15 21

Produgao espermatica diaria 87,5+ 5,36 73,0 + 4,83

(x 10%testiculo/dia)

Producao espermatica diaria 25,9 + 2,00 21,9+15

(x 10%/g de testiculo/dia)

Numero de espermatozoides 809 + 27,5 693 £31,4*

(x 10°)

Espermatozoéides normais 89,8 + 1,62 82,4 +2,53*

(%)

Testosterona 1,13+0,18 1,41 +£0,23

(ng/mL)

NOTAS: Os filhotes foram usados como unidade estatistica. Os resultados expressam a média + erro
padréo.
* Significativamente diferente do grupo controle (p < 0,05) — Mann-Whitney.
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Tabela 4 — Massa absoluta e relativa de 6rgaos de descendentes machos expostos

a artemisinina no periodo fetal

VARIAVEIS CONTROLE ARTEMISININA
7 mg/kg
Numero de progenitoras 6 7
Numero de descendentes 15 21
Massa corporal (g) 350 + 9,67 345+ 7,80
MASSA ABSOLUTA
Figado (9) 12,4 + 0,47 12,3 + 0,41
Rins (g) 1,16 £ 0,04 1,14 £ 0,04
Adrenais (mg) 26,1 1,41 26,3 + 0,99
Testiculos (g) 1,71 £0,04 1,68 £ 0,02
Epididimos (mgQ) 501 12,6 492 + 7,37
Préstata (mg) 296 + 18,3 335+ 13,3
Vesicula seminal (mg) 740 £ 29,3 732 15,0
MASSA RELATIVA
Figado (%) 3,52+ 0,06 3,56 £ 0,07
Rins (%) 0,331 £ 0,004 0,332 + 0,008
Adrenais (%) 0,007 +0,0003 0,008 + 0,0002
Testiculos (%) 0,49 + 0,001 0,49 + 0,001
Epididimos (%) 0,14 + 0,003 0,15+ 0,002
Prostata (%) 0,084 + 0,004 0,097 £ 0,002 *
Vesicula seminal (%) 0,21 + 0,006 0,21 + 0,004

NOTAS: Os filhotes foram usados como unidade estatistica. Os resultados expressam a média + erro
padrdo. * Significativamente diferente do grupo controle (p < 0,05) — Mann-Whitney.
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A exposicao a artemisinina nos dias 14 a 20 de prenhez com 7 mg/kg nao

afetou o tempo de desenvolvimento sexual das descendentes fémeas (tabela 5),

bem como nao afetou a massa relativa dos 6rgaos (tabela 6).

Tabela 5 — Variaveis reprodutivas de descendentes fémeas expostas a artemisinina

no periodo fetal

VARIAVEIS CONTROLE ARTEMISININA
7 mg/kg

Numero de progenitoras 7 7
Numero de descendentes 25 41
Abertura do canal vaginal 41,1 £0,57 41,1 £ 0,40
(dias)
Primeiro estro 44,6 + 0,83 45,4 + 0,52
(dias)
Primeiro estro a partir da 3,52 £ 0,46 4,24 + 0,31
abertura do canal vaginal (dias)
Intervalo entre estros 4,53 +0,16 4,51 +£0,10
(dias)
Descendentes com ciclo 64 70

regular (%)

NOTAS: Os animais foram sacrificados no quinto estro. Os descendentes foram usados como
unidade estatistica. Os resultados expressam a média + erro padrao.
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Tabela 6 — Massa absoluta e relativa de érgaos de descendentes fémeas expostas a

artemisinina no periodo fetal

VARIAVEIS CONTROLE ARTEMISININA
7 mg/kg

Numero de progenitoras 7 7
Numero de descendentes 25 39
Massa corporal (g) 179 £ 3,82 184 + 2,53
MASSA ABSOLUTA
Figado (9) 7,86+ 0,24 8,30 + 0,15
Rins (mg) 696 + 16,1 725 +15,7
Adrenais (mg) 26,4 +1,26 27,5+0,80
Ovarios (mg) 41,8 +1,36 445+ 1,14
Utero (mg) 386 + 13,6 387 +10,7
MASSA RELATIVA
Figado (%) 4,39 + 0,07 4,51 +0,05
Rins (%) 0,390 + 0,0055 0,393 + 0,0061

Adrenais (%)
Ovaérios (%)
Utero (%)

0,015 £ 0,0005
0,023 + 0,0007
0,22 £ 0,007

0,015 +£0,0003
0,024 +0,0006
0,21 £ 0,006

NOTAS: Os animais foram sacrificados no quinto estro. Os filhotes foram usados como unidade
estatistica. Os resultados expressam a média + erro padrao.
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6 DISCUSSAO

Derivados da artemisinina, em monoterapia ou em associagcdes com outros
antimalaricos, representam um tratamento relativamente novo e altamente eficaz no
tratamento da malaria. No Brasil a artemisinina e derivados ainda ndo sao utilizados
rotineiramente no tratamento da malaria e os medicamentos sido importados de
outros paises, elevando seu custo. O Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Biolégicas, Quimicas e Agricolas (CPBQA) da Universidade de Campinas
(UNICAMP) adaptou o plantio da Artemisia annua no Brasil e padronizou o
isolamento da artemisinina no ano de 2006 (RODRIGUES et al, 2006). O
lancamento de derivados da artemisinina esta previsto para 2007 através do
laboratério Laborgen®.

Tratamento de malaria com artemisinina e derivados nao é recomendado na
gestacdao, principalmente no primeiro trimestre, devido a escassez de dados sobre a
seguranca em humanos e estudos que demonstram toxicidade reprodutiva em
animais, mas devido a disseminacao de P. falciparum resistente a maioria dos
antimalaricos, muitas vezes é necessario o tratamento com esses farmacos (WHO,
2003). No Brasil ainda ndo estdo comprovados casos de Plasmodium multi-drogas
resistentes, mas com a alta incidéncia destes na Africa, a globalizacéo e a presenca
de grande numero de vetores no Brasil ndo podemos excluir a possibilidade do
surgimento de resisténcia. Uma andlise retrospectiva realizada por Suarez-Mutis e
Coura (2007) na area rural do médio Rio Negro, na Amazoénia brasileira, demonstrou
uma mudanc¢a no padrao epidemiolégico da malaria, que inicialmente atingia mais
homens adultos, e agora afeta em maior proporcao as criangas, Com um expressivo

aumento de casos entre as mulheres, aumentando a necessidade de testes que
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comprovem a seguranca do tratamento com derivados da artemisinina durante a
gestacao.

Devido a dificuldade na obtencao de dados em humanos durante a gestacao,
podem ser desenvolvidos experimentos em animais para determinagao de distarbios
reprodutivos devido ao tratamento com artemisinina. Em geral, os efeitos adversos
observados em animais de laborat6rio, quando expostos a um agente toxico, podem
ocorrer em humanos (LU, 1991; DOURSON, 2002). Roedores e coelhos sdo os
animais mais adequados para os estudos de toxicologia reprodutiva. A facilidade de
criagdo e manutencdo e o curto periodo de gestacao favorecem o uso destes
animais. Os ratos sao usados preferencialmente, por apresentarem tamanho
adequado e processos reprodutivos bem estabelecidos (AMANN, 1982; ZENICK e
CLEGG, 1989), e apesar de possuir diferencas no metabolismo em relacdo aos
humanos, a artemisinina ativa o receptor CAR da mesma foram que em humanos e,
em menor intensidade, o receptor PXR, justificando a escolha do rato como animal
experimental.

Muitas vezes os sinais de toxicidade ajudam a elucidar o mecanismo de acao
da substancia, apontando o 6rgdo alvo e o efeito especifico, mas apesar da
similaridade entre seres humanos e animais em muitos aspectos, os efeitos
adversos induzidos pelos agentes quimicos estdo relacionados com as
caracteristicas pertinentes a cada individuo, devendo-se entdo respeitar as
diferengas e considerar a maior sensibilidade do ser humano em relagdo a outros
mamiferos (DOURSON, 2002).

O mecanismo da acdo tbéxica da artemisinina na gravidez nao é
conhecido, apesar de terem sido encontradas diversas altera¢cdes em estudos com

animais. A interagdo da artemisinina com receptores responsaveis pela
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metabolizacdo de horménios esterdides pode alterar os niveis plasmaticos desses
horménios e existe a possibilidade de que a toxicidade reprodutiva seja devido a
essas alteragdes. Esses receptores estdo presentes tanto em ratos como em
humanos.

O intuito de comprovar os disturbios observados sobre os embrides durante o
tratamento com a artemisinina e de elucidar o mecanismo de acao da sua toxicidade
reprodutiva, que poderiam ser extrapolados para humanos, motivaram o

desenvolvimento desse trabalho.

6.1 TOXICOLOGIA REPRODUTIVA DA ARTEMISININA NO PERIODO POS-

IMPLANTE (ORGANOGENESE) — EXPERIMENTO 1

6.1.1 Toxicidade materna

Para avaliar a acao do medicamento sobre a progenitora, a mortalidade é um
sinal claro de toxicidade, no entanto, outras variaveis podem ser indicativos de
efeitos adversos mais sutis, como perda de massa corporal durante o tratamento,
massa dos 0rgaos, dados da prenhez e sinais clinicos de toxicidade (diarréia,
piloerecdo, sangramento, variagdes no comportamento...). Alteragcdes nos niveis
plasmaticos hormonais nas progenitoras podem nao levar a sinais de toxicidade
materna, mas podem induzir toxicidade reprodutiva na prole. O tamanho da ninhada
€ influenciado pelo numero de ovécitos viaveis para fertilizacdo, pelas taxas de
fertilizacdo e implantacdo e pela proporcdo de embrides implantados que

sobrevivem até o parto. Um agente quimico pode interferir no desenvolvimento dos
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embrides diretamente, ou indiretamente, ao comprometer a capacidade da
progenitora em sustentar a prole (EPA, 1991; EPA, 1996).

Com a administracao de artemisinina nas doses de 35 e 70 mg/kg houve uma
reducao do ganho de massa das progenitoras a partir do inicio do tratamento, no dia
7 de prenhez, mas o resultado nao apresentou significancia estatistica. Nao houve
alteracdo nas massas absolutas e relativas dos érgados das progenitoras tratadas
com artemisinina em nenhuma das doses administradas em relacdo ao controle,
nem sinais clinicos de toxicidade, indicando auséncia de toxicidade materna nas

doses testadas.

6.1.2 Dados da prenhez

O numero de implantes uterinos entre as progenitoras tratadas com diferentes
doses de artemisinina e o grupo controle néo diferiu significativamente, o tratamento
foi realizado a partir do sétimo dia de prenhez, evitando qualquer efeito sobre a
implantacédo do ovo no utero (perda pré-implante), que em ratos acontece cinco a
seis dias apds a fecundacao (BERNARDI et al., 2002). No entanto houve alteracéo
significativa com relacdo ao numero de embrides viaveis no final do tratamento.
Houve reabsorcao de todos os embrides das progenitoras tratadas com as doses de
35 e 70 mg/kg de artemisinina, doses relativamente baixas, considerando-se que a
dose utilizada em humanos é de 7 mg/kg e que a DL (dose letal) da artemisinina é >
5000 mg/kg. Na dose de 7 mg/kg de artemisinina o percentual de reabsor¢cées néo

foi estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle.
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6.1.3 Dosagens plasmaticas de progestagenos e testosterona

Os dados desse estudo indicam que a administracdo de artemisinina nao
resultou em alteracdes significativas nos niveis de progestagenos plasmaticos,
embora nos grupos tratados com 35 e 70 mg/kg houvesse uma tendéncia a reducao
nesses niveis, apds o tratamento, em relacdo ao grupo controle. Os resultados
podem nao ter diferido significativamente porque os anticorpos utilizados para a
dosagem dos niveis plasmaticos de progesterona ndo reagem somente com esta,
mas com varios de seus metabdlitos. Os niveis plasmaticos de testosterona apds o
tratamento com artemisinina foram significativamente diferentes do controle,
comprovando que o balango hormonal foi alterado pela administracdo com
artemisinina.

As alteracbes endocrinas que acompanham a gravidez sdao extremamente
importantes na fisiologia e fisiopatologia em mamiferos (MASUYAMA et al., 2001).
Os receptores nucleares PXR (Pregnane Xenobiotic Receptor) e CAR (Constitutive
Androstane Receptor) estdo relacionados com biossintese, distribuicao,
metabolismo e eliminacdo de horménios esterdides, e tém um papel importante na
desregulagao endécrina (KLIEWER et al., 2002; MIKAMO et al., 2003; YOU, 2004).
Alteracdes no equilibrio hormonal em periodos criticos de desenvolvimento podem
causar sérios problemas no embrido (KRETSCHMER e BALDWIN, 2005).

Artemisinina e seus derivados ativam os receptores nucleares PXR e CAR e
induzem as enzimas do citocromo P450 CYP2B6, CYP2C19 e CYP3A4 (BURK et
al., 2005), responsaveis pelo metabolismo de hormdnios esterdides e podem alterar

suas funcgoes fisioldgicas (KRETSCHMER e BALDWIN, 2005).



78

A progesterona € um horménio importante para a manutencao da gestacao.
Aumento dos niveis plasmaticos de progesterona na gravidez é critico para o
desenvolvimento uterino, implantacdo do embrido, protecdo contra rejeicao tecidual
e manutencdo da gestacao (VITZTHUM et al,, 2006). A progesterona é um dos
principais agentes responsaveis pelo relaxamento uterino na gestacao, visto que
estudos indicam que a reducdo da progesterona é responsavel pelo inicio do parto
(MOHAN e BINNETT, 2006). Pesquisas em ratos, camundongos e macacos tém
demonstrado que antagonistas da progesterona afetam diretamente o embrido,
levando a falha na implantagéo e atraso na transicao de mérula a blastula (SPITZ et
al., 2000), e que existe uma relacdo quantitativa entre niveis de progesterona e a
manutengdo da gestacdo (CSAPO e WIEST, 1969° apud MILLER et al., 2004). Baird
(2000) cita a relacdo dos antagonistas da progesterona com sangramento e abortos
e Druckmann e Druckmann (2005), a importancia da progesterona inibindo o sistema
imune para impedir a rejeicao do feto.

Desta maneira, perdas embrionarias observadas neste estudo podem ter sido
causadas pelo desequilibrio hormonal induzido pela artemisinina. Nao foi possivel
determinar os niveis plasmaticos especificos de progesterona, e sim de varios
progestogénios, mas os dados indicam uma possivel redug¢do neste hormaénio.

Outra explicacdao para as alteracbes hormonais observadas é que estas
podem ter sido causadas pelas perdas embrionarias € ndo ser consequéncia
dessas, sendo necessdria a realizagdo de mais experimentos para elucidar essa

hipbtese.

® CSAPO, |; WIEST, WG. An examination of the quantitative relationships between

progesterone and the maintenance of pregnancy. Endocrinology, v. 85, p. 735-746, 1969.
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6.2 TOXICOLOGIA REPRODUTIVA DA ARTEMISININA NO PERIODO POS-

IMPLANTE (PERIODO FETAL) — EXPERIMENTO 2

6.2.1 Toxicidade materna

A administragdo de artemisinina afetou significativamente a massa das
progenitoras dos grupos tratados com as doses de 35 e 70 mg/kg, e nao afetou nas
tratadas com 7 mg/kg, em relacdo ao controle. Esse dado nado indica
necessariamente toxicidade materna, pois nenhum outro sinal clinico foi observado.
A provavel explicacdo para esta perda de peso é o fato de que houve alta incidéncia
de reabsorcdo dos embridbes das maes tratadas, fazendo com que o peso destas
ratas fosse reduzido. Esta reducdo no ganho de massa das ratas tratadas iniciou
juntamente com o tratamento com artemisinina. A partir do inicio do tratamento
foram observados sangramento nas caixas e na parte ventral da cauda de ratas
tratadas, indicando que provavelmente o tratamento estava provocando efeitos

adversos a gestacgao.

6.2.2 Dados da prenhez e lactacao

As perdas pés-implante ndo diferiram entre o grupo controle e o tratado com 7
mg/kg de artemisinina, assim como os indices de nascimento, viabilidade, desmame
e parto. No entanto, houve diferencga significativa entre os grupos tratados com 35 e
70 mg/kg de artemisinina e o grupo controle em todos esses parametros.

A perda pés-implante foi de 87% no grupo tratado com 35 mg/kg e de 100%

no grupo tratado com 70 mg/kg de artemisinina, indicando que o medicamento é
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altamente abortivo em ratos Wistar nessas doses e neste periodo. No experimento 1
(periodo de organogénese) dessa pesquisa houve também alto indice de
reabsorcdes, confirmando a grande toxicidade reprodutiva da artemisinina em ratos.

Pesquisas anteriores utilizando artemisinina e seus derivados semi-sintéticos
ja demonstravam letalidade embrionaria em animais de laboratério, mesmo em
pequenas doses ou poucos dias de tratamento, principalmente no inicio da gestacao
(WHO, 20083).

Estudos de toxicologia reprodutiva foram realizados na China (1982) pelo
China Cooperative Research Group on Qinghaosu and lIts Derivatives as
Antimalarials’ utilizando artemisinina em ratos. Quando o tratamento foi realizado
nos seis primeiros dias de prenhez, periodo pré-implantacdo, a gestacao
desenvolveu-se normalmente. Na administragéo feita nos dias 6 a 15 de prenhez,
com as doses® de 50 e 200 mg/kg houve reabsorcdo de 100% dos embrides, na
dose® de 12,5 mg/kg houve 50% de reabsorcdo. Na dose® de 200 mg/kg nos dias
seis a oito de prenhez foi observada hérnia umbilical em 6,1% dos ratos (apud
LONGO et al., 2006a).

Estudos sobre a toxicologia reprodutiva do artemeter — derivado semi-sintético
lipossolivel da artemisinina — foram realizados por Chen et al. (1984)°, em
camundongos, ratos e coelhos. A NOAEL (no observed adverse effect level — maior
dose onde ndo se observam efeitos toxicos) foi 5,4 mg/kg em camundongos, 2,7
mg/kg em ratos e 0,7 mg/kg em coelhos. Foi observado 100% de reabsorcao na

dose de 21,4 mg/kg/dia em camundongos (tratados do 6° ao 15° dias de prenhez),

’ CHINA COOPERATIVE RESEARCH GROUP ON QINGHAOSU AND ITS DERIVATIVES
AS ANTIMALARIALS. J. Traditional Chin. Med., v. 2, n. 1, p. 31-38, 1982.

8 Doses baseadas na DLs, da artemisinina em ratos de 5000 mg/kg.

S CHEN, L. J. et al. Embriotoxicity and teratogenicity studies on artemether in mice, rats and

rabbits. Acta Pharmacologica Sinica, v. 5, n. 2, p. 118-122, 1984.
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mais de 90% de reabsor¢do na dose de 10,7 mg/kg/dia em ratos (tratados do 6° ao
152 dias de prenhez) e na dose de 2,7 mg/kg/dia em coelhos (tratados do 7° ao 18°
dias de prenhez) (CHEN et al.,1984 apud CLARK et al., 2004; LONGO et al., 2006a).

No mesmo trabalho Chen et al. (1984) trataram camundongos com 21,4
mg/kg de artemeter durante diferentes periodos da prenhez, do 12 ao 5% do 9° ao
119, do 12% ao 14° e do 15° ao 17° dias de prenhez. Ocorreu reabsor¢cao no periodo
do 92 ao 11%, e nos outros periodos nao foram observados efeitos de toxicidade
reprodutiva (CHEN et al., 1984 apud CLARK et al., 2004; LONGO et al., 2006a).

Li et al. (1988)'°, administraram artesunato (derivado semi-sintético
hidrossoluvel da artemisinina) nas doses de 0,41; 0,54; 0,81; 3,25 e 26 mg/kg/dia em
ratos nos dias 6 a 15 de prenhez e observaram reabsorcdo dose-dependente (5,8;
32,8; 98; 100 e 100% respectivamente). Li et al. também expuseram ratas prenhas a
26 mg/kg de artesunato no inicio da gestacao, do dia 1 ao dia 6 de prenhez, 82,3%
dos fetos sobreviveram, ja no tratamento ap6s o 8° dia de prenhez houve 100% de
reabsor¢cdo. Quando a mesma dose foi administrada nos dia 6 a 8 de prenhez
apenas 17,1% dos fetos sobreviveram (LI et al., 1988 apud LONGO et al., 2006a).

Xu e Zhang (1996)"", demonstraram que a LOEL dose (LOEL — lowest
observed effect level — menor dose onde se observam efeitos adversos — 20 mg/kg)
da dihidroartemisinina (derivado semi-sintético da artemisinina) induz reabsorcéo
quando administrada no sétimo dia de prenhez em camundongos. Também foram
relatados abortos apds administracdo de dihidroartemisinina e artesunato (NOAEL
4,2 e 10 mg/kg, respectivamente) no dia cinco de prenhez em hamsters, e apos

administracdo de dihidroartemisinina (LOEL — 10 mg/kg) no 18° dia de prenhez em

10 LI, Z. L. et al. Studies on teratogenicity of sodium artesunate. Zongyao Tong Bao (Bull. Chin.

Mater Med.), v. 13, n. 4, p. 42-44 e 63-64, 1988.
" XU, J. H., ZHANG, Y. P. [Contragestational effects of dihidroartemisinin and artesunate] (in
Chinese). Yao Hsueh Pao Acta Pharmacologica Sinica, v. 31, p. 657-666, 1996.
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cobaias e artesunato (LOEL 1 mg/kg/dia) no dias 5 a 8 de prenhez em hamsters (XU
e ZHANG, 1996 apud CLARK et al., 2004).

Clark tratou ratos com artesunato nas doses de 6, 10, e 16,7 mg/kg/dia nos
dias 6 a 17 de prenhez e 5, 7 e 12 mg/kg/dia nos dias 6 a 19 de prenhez em
coelhos. Observou aborto em coelhos e reabsorgédo em ratos e coelhos (CLARK et
al., 2004).

Longo et al., em 2006, administraram dihidroartemisinina em cultura de
embrides de ratos in vitro, 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1 e 2 mcg/mL no dia 9,5 de prenhez,
sem morte dos embrides (LONGO et al., 2006a).

Os estudos realizados na China pelo China Cooperative Research Group on
Qinghaosu and lts Derivatives as Antimalarials (1982), por Chen et al. (1984), por Li
et al. (1988) e por Xu e Zhang et al. (1996) s6 estdo disponiveis em chinés,
dificultando uma analise mais detalhada da metodologia utilizada e dos resultados
obtidos, sendo necessaria a utilizacao de citacées desses trabalhos por Clark et al.
(2004) e Longo et al. (2006a). Com excecao dos experimentos realizados pelo China
Cooperative Research Group on Qinghaosu and Its Derivatives as Antimalarials, que
utilizou artemisinina, os outros estudos utilizaram derivados semi-sintéticos como
artemeter, artesunato e dihidroartemisinina para realizacdo dos experimentos de
toxicologia reprodutiva, esses derivados possuem efeito terapéutico dez vezes maior
gue a artemisinina, o que dificulta a comparagédo de doses com o presente estudo.

Os estudos realizados pelo China Cooperative Research Group on Qinghaosu
and Its Derivatives as Antimalarials no periodo pés-implantacdo, nos dias 6 a 15 de
prenhez, nas doses de 50 e 200 mg/kg resultou em perdas embrionarias
semelhantes as encontradas no presente estudo, nos dias 7 a 13 de prenhez, nas

doses de 35 e 70 mg/kg: 100% de perda embrionaria. No presente experimento ndo
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ocorreram perdas embrionarias na dose de 7 mg/kg e o estudo do grupo chinés
encontrou 50% de perda embrionaria na dose de 12,5 mg/kg, indicando que
possivelmente o inicio da toxicidade é induzido entre essas doses.

Efeito comum observado em todos os experimentos foi um aumento de
perdas pés-implante dose-dependente, com perda total nas maiores doses, nos
tratamentos iniciados ap6s o dia 6 de prenhez, corroborando com os resultados
obtidos no presente estudo.

Os estudos anteriores a este indicam maior sensibilidade nos dias 9 a 14 de
prenhez em ratos, com reducédo dos efeitos quando as drogas foram administradas
antes do dia 8 e apds o dia 14 de prenhez. No entanto no presente experimento
ocorreu perda embrionaria ou fetal de maneira semelhante em ambos os periodos

tratados: no periodo da organogénese e no periodo fetal.

6.2.3 Desenvolvimento geral dos descendentes

Fémeas tratadas com 35 mg/kg de artemisinina chegaram a parir, mas o
indice de viabilidade, filhotes vivos no 4° dia pés-natal em relacdo ao numero de
filhotes nascidos vivos, foi de 0%. Os filhotes ndo mamavam, aparentemente a méae
nao tinha leite para amamentar, fator que também pode estar relacionado com
baixos niveis de progesterona. A progesterona e a prolactina sao fatores
relacionados. A prolactina € um fator requerido para manter o corpo luteo, que
produz progesterona em niveis elevados, a alteracao da progesterona pode interferir

também nos indices de prolactina (LINZER e FISCHER, 1999).
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Por haver perda de todos os filhotes dos grupos tratados com 35 e 70 mg/kg
de artemisinina, o desenvolvimento geral e sexual dos filhotes foi avaliado somente
na prole dos grupos expostos ao controle veiculo e 7 mg/kg de artemisinina.

A administracdo de artemisinina na dose de 7 mg/kg nao afetou o
desenvolvimento ponderal dos filhotes durante a lactagdo, nem os parametros de
desenvolvimento geral observados, descolamento de orelhas, abertura dos olhos e
aparecimentos de pélos.

Anormalidades estruturais podem ser indicativas de toxicidade de
desenvolvimento (EPA, 1991). Um dos filhotes fémea de progenitora tratada com 7
mg/kg de artemisinina nasceu com anormalidades estruturais, possui massa
corporal significativamente menor que as irmés e alteragdes nas patas e nos dentes.

Nos estudos realizados pelo China Cooperative Research Group on
Qinghaosu and Its Derivatives as Antimalarials (1982), utilizando artemisinina em
ratos nao foi observada alteracédo no desenvolvimento dos ratos que sobreviveram,
da mesma maneira nos estudos realizados por Chen et al. (1984) com artemeter nao
foi observada teratogenicidade e os fetos que sobreviveram tiveram
desenvolvimento normal em todas as espécies — camundongos, ratos e coelhos
(apud Clark et al., 2004; Longo et al., 2006a). No entanto, Li (1988) relatou retardo
no desenvolvimento do esqueleto e hérnia umbilical nos filhotes de ratos que
sobreviveram ao tratamento com artesunato (apud Longo et al., 2006a). Clark et al.
(2004) descreveu anormalidades cardiovasculares e alteragdes no desenvolvimento
do esqueleto em ratos e coelhos tratados com artesunato e Longo et al. observou
anormalidades anatémicas em cultura de embrides e em embrides in vivo tratados

com dihidroartemisinina (LONGO et al., 2006a; LONGO et al., 2006b).
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Nao se pode afirmar que as alteracdes observadas no filhote exposto a
artemisinina sdo devidas ao tratamento, visto que somente um filhote apresentou
problemas, mas estudos anterior demonstram que, mesmo em doses baixas, podem
ocorrer alteracées estruturais em animais expostos a artemisinina durante a

gestacao.

6.2.4 Desenvolvimento sexual dos descendentes

Entre as variaveis recomendadas para avaliagdo de interferéncia endécrina
de substancias quimica sobre o desenvolvimento sexual estdo a descida dos
testiculos e os biomarcadores de inicio da puberdade, que, em ratos, sao analisados
pelos tempos médios (dias) para a separacao prepucial e para a abertura do canal
vaginal (EPA, 1996). Compostos que desestabilizem o equilibrio hormonal podem
interferir nesses processos, acelerando ou retardando. Entre os hormdnios que tem
seu metabolismo acelerado com a ativagcdo de receptores PXR e CAR pela
artemisinina estdo os androgénios e os estrogénios (BURK et al, 2005;
KRETSCHMER e BALDWING, 2005), podendo entdo haver alteragcdes no
desenvolvimento sexual de ratos expostos a artemisinina no periodo pré-natal.

Nao houve alteragdes no desenvolvimento sexual das fémeas expostas a 7
mg/kg de artemisinina durante a prenhez.

Nos filhotes machos houve reducédo significativa no numero de
espermatozoides e uma tendéncia a reducao na producao espermatica. No entanto
ndao houve diferenca entre os grupos nos niveis plasmaticos de testosterona,
separacao prepucial e descida dos testiculos. Diminuicao na produgcdo espermatica

pode ocorrer sem alteracbes em outras variaveis reprodutivas, pois estas variaveis
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tém origens diferentes. Enquanto a producdo espermatica depende do correto
desenvolvimento e multiplicacao das células de Sertoli, variaveis de marcagcao como
descida dos testiculos e separacao prepucial e niveis hormonais sao dependentes
das células de Leydig (WILSON et al., 1981). As células de Sertoli sofrem mitose no
periodo perinatal e sdo responsaveis pela formagcao e desenvolvimento normal dos
tubulos seminiferos, que resultara na producao espermatica dos testiculos na vida
adulta (ORTH et al., 1988).

Em 2003 a WHO publicou um relatério sobre artemisinina e gestacao e
relatou que existem indicacdes em alguns experimentos de alteracdo em contagem
espermatica, mas estas alteracbes nao foram sistematicamente estudadas,
indicando que pode haver relacdo entre a administragdo do medicamento na
gestacéo e alteracées hormonais que podem levar a uma diminuicdo na producao
espermatica. Essas evidéncias corroboram com os resultados de reducdo
espermatica obtidos nesse experimento, e essas alteracdes podem estar
relacionadas com a reducdo dos niveis plasmaticos de testosterona reduzidos

encontrados nas progenitoras tratadas com artemisinina.

Apesar de dados indicando que ha decrescente sensibilidade dos efeitos
sobre o desenvolvimento ou sobrevivéncia fetal nos estagios mais avancados da
gestacdo (WHO, 2003), os resultados do presente estudo indicam a mesma
toxicidade em ambos os periodos, inicial e tardio, de gestacao, utilizando baixas
doses de artemisinina. Derivados da artemisinina sao farmacos efetivos e
indispensaveis no combate a malaria, mas a exposicdo de embrides e fetos de ratos
demonstrou perdas pés-implante independente do periodo de tratamento. Nesse

estudo também demonstrou alteragcdes nos niveis plasmaticos hormonais das
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progenitoras tratadas, mas sem comprovar a exata relagdo dessas alteragcdes com
as perdas embriondrias e fetais observadas. Mais estudos sdo necessarios para
elucidar a toxicidade potencial em todos os periodos de gestacao, incluindo a fase
de implantacdo. Também sdo recomendados mais estudos para definir o mecanismo
preciso da toxicologia reprodutiva da artemisinina em modelos animais, incluindo
mais pesquisas sobre os efeitos hormonais e acdes sobre o desenvolvimento sexual
de descendentes machos expostos a artemisinina durante a gestacdo. A
recomendacgao atual da WHO que os derivados da artemisinina ndo devem ser
utilizados no primeiro trimestre de gestacdo permanece, mas também sao
necessarios critérios rigidos para sua utilizacdo no segundo e terceiro trimestres de

gestacdo, somente nos casos em que o tratamento é necessario para salvar vidas.
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7 CONCLUSOES

Neste estudo foi investigada a toxicologia reprodutiva da artemisinina em dois
periodos criticos da gestacao: organogénese (tratamento do dia 7 a 13 de prenhez)
e periodo fetal (tratamento do dia 14 a 20 de prenhez). Com os dados apurados

demonstramos que:

O tratamento com artemisinina por sete dias consecutivos no periodo da

organogénese induz alteracbes hormonais em ratas Wistar prenhas.

e A exposicado a artemisinina por sete dias consecutivos causa morte embrionaria
nas doses de 35 e 70 mg/kg, tanto no periodo da organogénese quanto no
periodo fetal.

e A exposicao a artemisinina na dose de 7 mg/kg durante sete dias no periodo fetal
nao afetou o desenvolvimento geral e sexual dos filhotes fémeas.

e A exposicao a artemisinina na dose de 7 mg/kg induz alteragcdes na contagem

espermatica, sem afetar outras variaveis do desenvolvimento geral e sexual dos

filhotes machos.

Concluindo, a artemisinina é téxica para a gestacao de ratas Wistar, tanto no
periodo de organogénese quanto no periodo fetal, e essas alteracbes podem ser
devido a alteragdes nos niveis plasmaticos hormonais das progenitoras induzidas

pela artemisinina.
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ANEXO A — SUBMISSAO DO ARTIGO

Essa dissertacdo resultou no seguinte artigo, submetido a revista
Reproductive Toxicology em 28 de maio de 2007:

Toxicity of Artemisinin (Artemisia Annua L.) in two different
periods of pregnancy in Wistar rats

Ana C. Boareto 2, Juliane C. Muller &, Aedra C. Bufalo 2, Giuliana Kasecker 2,
Samanta L. de Araujo 2, Mary Ann Foglio *, Rosana N. de Morais ¢,

Paulo R. Dalsenter 2

& Department of Pharmacology, Federal University of Parana, Curitiba, 81531-990,
PR, Brazil

® CPQBA, State University of Campinas, Campinas, 13081-970, SP, Brazil

¢ Department of Physiology, Federal University of Parana, Curitiba, 81531-990, PR,
Brazil

Abstract: Artemisinin compounds play an important role in treating multidrug-
restistant malaria. Otherwise, the possible resorption and abnormalities observed in
animal reproduction studies do not recommend artemisinin during the first trimester
of pregnancy. In order to evaluate if artemisinin also interferes with organogenesis or
fetal development, pregnant Wistar rats were treated by gavage with increasing
doses (7, 35 and 70 mg/kg/day) of artemisinin in two critical periods (from days 7 to
13 or 14 to 20) of pregnancy. Despite data indicating decreased sensitivity on the
effect of fetal growth or survival following dosing in later stages of pregnancy, the
results of the present investigation indicate toxicity in both periods of treatment. The
result showed that the treatment with 35 or 75 mg/kg of artemisinin caused high
percentages of post-implantation losses associated to a trend in the maternal
progestagens reduction and significant maternal testosterone decrease. These
findings demonstrate that oral administration of artemisinin can affect the post-
implantation development of embryo and fetus, placing at risk the normal gestation
and the conception development.

Keywords: Artemisinin; Antimalarial drug; Malaria; Embryolethality; Reproductive
toxicity; Wistar rats; Pregnancy.



