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Efeito Diabetogénico das Drogas Anti-Retrovirais em Ratas Wistar Prenhes

Diabetogenic Effect of Antiretroviral Drugs on Pregnant Wistar Rats

Ernesto Antonio Figueiro-Filho, Geraldo Duarte, Patricia El Beitune,
Silvana Maria Quintana, Alessandra Cristina Marcolin

RESUMO

Obijetivo: estudar a acdo diabetogénica de drogas anti-retrovirais em ratas prenhes e o
prognéstico perinatal das crias.

Métodos: estudo com ratas fémeas prenhes adultas da raga Wistar, pesando entre 200-230 g.
Foram testadas a azidotimidina (AZT), lamivudina (3TC) e nelfinavir (NFV), cujas dosagens
foram padronizadas em 10 vezes a dose utilizada em gestantes, proporcionalmente ao peso
dos animais. Foram avaliados sete grupos, incluindo o controle, contendo 10 ratas por grupo.
O inicio do experimento foi o dia zero da prenhez e as cesarianas realizadas no 21° dia, apés
decapitacao, sendo os fetos contados e pesados. Procedeu-se a dosagens de glicemia, insulina,
glucagon e lactato no 21° dia. Avaliou-se também o peso do tecido adiposo retroperitoneal. Os
dados foram analisados utilizando-se o teste t de Student para a analise estatistica.
Resultados: os grupos tratados com 3TC, AZT + 3TC e AZT + 3TC + NFV demonstraram alteracbes
com a reducao das médias de ganho de peso materno diario, do peso da gordura retroperitoneal
e peso das crias (grupo controle: 6,2 g; grupos contendo 3TC: 4,1 a 5,6 g), bem como dos
valores de lactato (grupo controle: 5,8 mmol/mL; grupos contendo 3TC: 3,2 a 3,7 mmol/mL),
quando comparados ao controle. Todos os grupos tratados com drogas anti-retrovirais
apresentaram reducao significativa do nimero de fetos por ninhada (grupo controle: 14,7;
grupos medicamentos: 11,1 a 12,7) e dos valores séricos de insulinemia (grupo controle:
6,2 nUl/mL; grupos medicamentos: 2,1 a 2,7 nUl/mL) e elevagéo da glucagonemia (grupo
controle: 88,2 pg/mL; grupos medicamentos: 99,7 a 120,7 pg/mL). Nao houve diferencas
estatisticamente significantes entre o grupo controle e tratados nos valores de glicemia.
Conclusdes: o uso de anti-retrovirais em ratas prenhes causa interferéncia no metabolismo
glicidico dos animais durante o periodo de prenhez, provocando significativa reducdo do
numero das crias. Observou-se que 0 uso do 3TC resultou em menor ganho de peso materno
e das crias, reducao de insulina e lactato e elevagéo do glucagon.

PALAVRAS-CHAVE: AIDS. Anti-retrovirais. Diabete melito. Gravidez: infec¢Bes. Progndstico

perinatal.

Introducao

A transmissdo materno-fetal € a principal
forma pela qual criancas sao infectadas pelo virus
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da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1). Sem
nenhuma intervencgéo a transmisséo vertical (TV)
do HIV-1 ocorre em percentuais que variam de 14
a 35%. Gracgas a utilizacdo de anti-retrovirais
profilaticos e terapéuticos, estes indices séo re-
duzidos em mais de 70%%2. O primeiro ensaio cli-
nico administrando agente anti-retroviral a ges-
tantes para avaliacdo de sua seguranca, toleran-
cia e eficacia na redugédo da TV do HIV-1 concluiu
gue a administragéo de azidotimidina (AZT) a ges-
tantes durante o periodo gestacional e durante o
trabalho de parto, acrescida do uso dessa medica-
¢ao ao recém-nascido, foi responsavel por reduzir
a TV do virus em 67,5%".
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Alguns efeitos adversos maternos e fetais
sao conhecidos com o uso de alguns esquemas de
anti-retrovirais durante a gestacdo. Dentre os efei-
tos maternos, sao reconhecidos a anemia, eleva-
¢ao de transaminases, nauseas e vomitos, intole-
rancia a glicose, nefrolitiase, diarréia e diabete
melito®#. Dentre os efeitos colaterais fetais e
neonatais, destacam-se a prematuridade, anemia,
anasarca, anoftalmia, angioma cutaneo,
criptorquidismo, costela supranumeréria e hepa-
tite transitoria®.

Estudos avaliando os efeitos dos inibidores
da protease em pacientes ndo gestantes portado-
res do HIV-1 demonstraram nitido aumento de
triglicérides e resisténcia insulinica, bem como
desenvolvimento de diabete melito nesses pacien-
tes. O quadro de resisténcia insulinica induzida
pelas drogas anti-retrovirais, geralmente cursa
com hiperinsulinemia, semelhante ao diabete
melito tipo 2. Em outras situacgdes, os inibidores
de proteases causam insulinopenia semelhante
aos quadros de diabete melito tipo 1. No entanto,
ainda néo se encontram estudos aprofundados na
fisiopatologia das altera¢des induzidas por estes
farmacos®”.

Estudos experimentais disponiveis de mode-
los de infeccdo humana pelo HIV-1 utilizam ani-
mais infectados por oncovirus indutores de
leucemia ou mutados geneticamente, com a fi-
nalidade de avaliar a eficacia e efeitos terapéuticos
e colaterais das drogas anti-retrovirais®. No en-
tanto, em ampla reviséo da literatura, constatou-
se a auséncia de estudos sobre a acdo das drogas
anti-retrovirais sobre o metabolismo glicidico em
animais néo infectados, utilizando modelos expe-
rimentais de gestacéo.

Experimentalmente, pode-se induzir diabete
melito em ratas prenhes e estudar as alteracdes
funcionais maternas e fetais associadas a esse
disturbio do metabolismo de carboidratos, lipides e
proteinas??*3. Outros trabalhos descrevem altera-
¢Oes metabodlicas associadas a diabete melito in-
duzido em ratos machos adultos'**5. Tais estudos
fornecem informagdes importantes sobre quais sé&o
os melhores paradmetros e indicadores para serem
avaliados no estudo de drogas diabetogénicas.

Atualmente existem lacunas no conheci-
mento do efeito das drogas anti-retrovirais sobre
o metabolismo glicidico durante a gestagéo e, até
0 presente, modelos experimentais para avaliar o
efeito dessas drogas sobre o metabolismo glicidico
em ratas prenhes ainda ndo foram amplamente
testados. Com base nessas informac6es, o objeti-
vo do estudo proposto foi avaliar a agdo diabetogé-
nica de drogas anti-retrovirais em ratas prenhes
expostas a AZT, lamivudina (3TC) e nelfinavir
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(NFV), utilizando dosagens de glicemial?15,
lactato®1?, glucagon e insulina'#1%'® e o peso da
gordura retroperitoneal (peri-renal). Adicional-
mente, objetivou-se a avaliacdo do progndstico
neonatal das crias.

Métodos

Estudo experimental realizado no Biotério do
Departamento de Clinica Médica da Faculdade de
Medicina de Ribeir&o Preto da Universidade de S&o
Paulo (FMRP-USP). Foram utilizadas ratas fémeas
prenhes adultas da raca Wistar, com peso inicial
entre 200 e 230 g. Os animais foram divididos alea-
toriamente em sete grupos com 10 animais em
cada, sendo um controle e seis grupos que rece-
beram medicamentos anti-retrovirais isolados ou
em associagdo. Optou-se por trabalhar com as dro-
gas anti-retrovirais mais utilizadas durante a ges-
tagdo: AZT, 3TC e NFV. Tais farmacos foram for-
necidos e fracionados pela Farmacia do Hospital
das Clinicas da FMRP-USP e suas dosagens padro-
nizadas em 10 vezes a dose utilizada em pacien-
tes gestantes, proporcionalmente ao peso dos ani-
mais. Desse modo as ratas receberam doses de
25 mg/diade AZT, 12,5 mg/diade 3TC e 97,5 mg/
dia de NFV.

A via de administracdo dos anti-retrovirais
foi orogéstrica, utilizando a técnica de gavagem
apos diluicdo dos medicamentos em 5 mL de so-
lucdo fisioldgica a 0,9%. O grupo controle rece-
beu solucgéo fisiolégica na mesma proporcdo. A
administracao foi sempre pela manha, em dose
Unica diéria.

Uma vez que o periodo de prenhez de ratos
tem duracao de 21 dias, a andlise dos efeitos das
drogas sobre o organismo dos animais e de suas
crias foi realizada no 21° dia de prenhez. A experi-
mentacao teve inicio no “dia zero” da prenhez de
todos os animais de cada grupo. A prenhez foi
diagnosticada pela analise microscdépica do
esfregaco vaginal, sendo a observacao da presen-
¢a de espermatozoides no esfregaco como indica-
dor do “dia zero” da prenhez. Os animais recebe-
ram agua e alimentacédo ad libitum antes e duran-
te o periodo de prenhez. O peso dos animais foi
aferido diariamente.

No 21° dia da prenhez os animais foram sa-
crificados por decapitacdo e imediatamente colhi-
dos de 8 a 10 mL de sangue, proveniente da area
cruenta cervical. Essa amostra sangtinea foi di-
vidida em dois tubos, sendo o contetido do menor,
de 1 mL, com fluoreto, empregado para dosagem
plasméatica de glicemia, e o do maior, sem
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anticoagulante, para dosagens séricas de lactato,
glucagon e insulina. Todo o processo de coleta san-
guinea e separacao de soro e plasma foi realizado
sob refrigeracdo constante, seguido de processa-
mento dos resultados pelo método da hexoquinase,
utilizando o Cobas Mira-S da Roche para dosagem
da glicemia, método automatizado, utilizando o
Rapid Lab-860 da Bayer para dosagem do lactato e
método do radioimunoensaio utilizando o equipa-
mento ANSR da Abbott para dosagem do glucagon
e insulina.

ApOs o sacrificio de cada animal, uma vez
coletado o sangue, procedeu-se a realizagdo de
laparotomia para cesariana. Sucedeu-se a reti-
rada em bloco do Utero do ventre do animal e, em
seguida, abertura do mesmo, possibilitando a ob-
tencéo direta dos fetos, os quais foram contados e
pesados para avaliagdo do prognéstico neonatal.
Sequencialmente, o retroperitdbneo foi explorado,
dissecado, permitindo que o tecido adiposo
retroperitoneal fosse removido para posterior pe-
sagem em prazo inferior a 5 minutos pds-morte.
Os dados obtidos foram submetidos & anélise es-
tatistica pelo teste t de Student para comparacédo
de dois grupos. Foram considerados valores esta-
tisticamente significativos quando o valor de p
bicaudal foi menor que 0,05.

Resultados

Os grupos de ratas prenhes que receberam
0s medicamentos 3TC, AZT + 3TC e AZT + 3TC +
NFV foram os que demonstraram maiores altera-
¢Oes ao final dos 21 dias de prenhez, com a redu-
¢ao das médias de ganho de peso materno diario,
do peso das crias e do peso da gordura retroperito-
neal. Na Tabela 1 observa-se que o grupo controle
apresentou 8,6 g; 6,2 g e 3,2 g para as variaveis
respectivas, ao passo que 0s grupos que continham
3TC apresentaram reducéo significativa quanto
as variaveis descritas, atingindo peso materno ma-
ximo de 7,2 g e valores maximos de peso fetal de
5,6 g e da gordura retroperitoneal de 2,5 g (teste t
de Student, p<0,05).

ApOs 21 dias de prenhez observaram-se néo
apenas nos grupos com 3TC e associagfes, mas
também em todos os grupos que receberam dro-
gas anti-retrovirais, elevacado significativa dos
valores séricos de glucagon e reducgéo dos valores
séricos de insulina, bem como dos valores de
lactato, quando comparados ao grupo controle. O
grupo controle apresentou valores de 88,2 pg/mL
paraglucagon, 6,2 nUl/mL de insulinae 5,8 mmol/
mL de lactato, ao passo que 0s grupos contendo
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anti-retrovirais apresentaram variagdes compre-
endidas entre 2,1 e 2,7 nJI/mL para a insulina e
99,7 a 120,7 pg/mL para o glucagon (Tabela 2).

Tabela 1 - Ganho de peso materno diario, peso dos fetos e peso da gordura retroperitoneal
com 21 dias de prenhez (média de cada grupo e desvio padréo).

Grupo Peso Peso Peso
materno (g) fetal (g) gordura (g)
Controle 86+ 14 6,2+ 0,6 3208
AZT 7815 57+07 32+08
31C 59+ 2,9 49+ 11* 25+£0,7*
NFV 82+11 58+08 25+07
AZT + 3TC 72+ 1,0* 41+0,3* 2,0 +0,6*
AZT + NFV 8007 6,0 £ 0,2 31+08
AZT + 3TC + NFV 6,9 + 1,0* 5,6 + 0,4* 22+09*

*p<0,05. Controle vs medicamentos. Teste t de Student.
Grupos com n = 10 animais.

Tabela 2 - Valores de lactato, insulina e glucagon materno no 21° dia de prenhez (média
de cada grupo e desvio padréo).

Grupo Lactato Insulina Glucagon
(mmol/mL) (mUl/mL) (pg/mL)
Controle 58+19 6,2+0,9 88,2+55
AZT 59+19 27+14% 1092 £ 22,7*
31C 37+13 23+18* 1136 £ 36,1*
NFV 5320 22+15* 1144 £ 316*
AZT + 3TC 36+0,8 21+15* 1162 £ 21,9*
AZT + NFV 46+ 15 21+14* 997 +105*
AZT + 3TC+NFV  32+11* 21+11* 120,7 £ 37,3*

*p<0,05. Controle vs medicamentos. Teste t de Student.
Grupos com n = 10 animais.

Na Tabela 3 observa-se média de 14,7 fetos
por ninhada para o grupo controle, ao passo que 0s
grupos que utilizaram anti-retrovirais apresenta-
ram valores que ndo superaram 12,7 fetos por ni-
nhada (teste t de Student, p<0,05).

Tabela 3 - Numero de fetos por animal no 21° dia de prenhez (média de cada grupo e
desvio padréo).
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Grupo Numero de fetos
Controle 147 +14
AZT 12,1 £ 2,3*
3TC 11,1 + 43*
NFV 12,7 £ 2,2*
AZT + 3TC 11,5 + 2 4*
AZT + NFV 11,5 + 2 4*
AZT + 3TC + NFV 11,4 + 3,8*
*p<0,05. Controle vs medicamentos. Teste t de Student.
Grupos com n = 10 animais.
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Por outro lado, ndo houve diferencas
significantes entre o grupo controle e todos os gru-
pos tratados com medicamentos anti-retrovirais
quanto as dosagens de glicemia (controle: 87,5 mg/
dL; tratados: 83,7 a 95,5 mg/dL).

Discussao

No presente estudo avaliaram-se o efeito dos
medicamentos anti-retrovirais sobre o metabolis-
mo glicidico de ratas prenhes e seus efeitos sobre
0 prognostico neonatal das crias. Utilizaram-se os
parametros de dosagens mais comumente cita-
dos para a avaliagdo do efeito diabetogénico dos
anti-retrovirais no organismo dos animais, como
dosagens séricas de glicose, insulina, glucagon e
lactato, bem como avaliacdo do ganho de peso
materno e peso da gordura retroperitoneal. No in-
tuito de avaliar o prognéstico neonatal, avaliaram-
se 0 numero e peso dos fetos.

Nos trabalhos pesquisados é relatado aumen-
to significativo dos niveis glicémicos nos animais
que desenvolvem diabete melito experimentalmen-
te'215. Ocorre, também, aumento dos niveis
plasmaéticos de lactato em ratas prenhes diabéti-
cas, bem como nas suas crias, fato indicativo da
acdo diabetogénica das drogas utilizadas®’. No
presente estudo ndo foram observadas alteracoes
significativas nos niveis de glicemia dos animais
que receberam medicamentos anti-retrovirais em
relacdo aos do grupo controle. Esses achados séo
similares aos observados em estudo clinico reali-
zado nesse departamento, onde aferiram-se as cur-
vas glicémicas em gestantes portadoras do HIV-1,
usuarias de anti-retrovirais. No estudo em ques-
tdo nédo se identificaram diferencas significativas
em relacdo ao grupo controle, em coletas obtidas
até a 322 semana de gestacdo, observando-se ele-
vacao significativa, porém limitrofe, no periodo com-
preendido entre 33 e 38 semanas de gestacédo
Nno grupo em uso de anti-retrovirais combinados,
em relagdo ao grupo controle®®. Esses resultados
indicam les&o parcial no pancreas materno causa-
da pelos anti-retrovirais, vindo possivelmente a tra-
duzir-se como diabete clinico.

Todavia, em todos os grupos de animais tra-
tados com drogas anti-retrovirais observara-se
reducéo dos niveis de insulina e elevacdo dos va-
lores de glucagon no 21° dia de prenhez. As dosa-
gens de insulina e glucagon sédo auxiliares no
acompanhamento do efeito diabetogénico de me-
dicamentos no organismo de ratos, ocorrendo re-
ducéo dos niveis insulinémicos e elevagdo dos ni-
veis do glucagon nos casos de lesdo pancreatica e
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desenvolvimento de diabete melito tipo 1**'®. Nos
casos de resisténcia a insulina, pode ocorrer au-
mento dos seus niveis, 0 que sugere um quadro
de diabete melito tipo 2. O aumento dos niveis
plasmaticos de glucagon e a reducado da insulina
estimulam a gliconeogénese, favorecendo também
a degradacéo do glicogénio hepatico.

Apesar dos valores normais de glicemia ve-
rificados nos animais do presente estudo, as alte-
racOes descritas de insulina e glucagon compro-
vam efeito metabdlico direto sobre o pancreas
materno®. A insulinopenia como marcador de le-
sdo pancreética ja foi bem estabelecida por Eizirik
e Migliorini** e Eizirik et al.’®?! em seus estudos
com ratos diabéticos. Outros autores, também com-
provaram efeito diabetogénico experimental em
ratos?? e tartarugas?® por meio da marcacao
imuno-histoquimica do parénquima pancreatico,
que revelou reducdo significativa de células beta
produtoras de insulina, confirmando a relagéo de
insulinopenia e efeito medicamentoso lesivo so-
bre o pancreas.

Dentre todos os medicamentos testados, os
grupos submetidos ao tratamento com 3TC e suas
associagfes foram os que demonstraram altera-
¢Oes significativas em relacdo ao grupo controle,
tanto do ponto de vista metabdlico materno quan-
to do ponto de vista do progndstico fetal. Houve,
nesses grupos, menor ganho de peso materno,
menor peso fetal e menor ndmero de fetos por ni-
nhada em comparacédo ao grupo controle.

A reducao do peso da gordura retroperitoneal
é alteracdo reconhecida como indicador do efeito
diabetogénico em ratos!#1521, Apesar dos niveis
glicémicos normais dos animais, os resultados da
presente casuistica demonstram reducao do peso
da gordura retroperitoneal, reducéo da insulina e
elevacdo do glucagon. Esses achados podem ser
indicativos do efeito diabetogénico ainda inicial,
secundario ao uso dos anti-retrovirais durante o
limitado periodo da prenhez.

O menor ganho do peso materno pode ter sido
consequéncia do menor ganho do peso das crias,
e pode adicionalmente estar associado a redugéo
da gordura retroperitoneal. Em trabalho recente,
com metodologia semelhante, Figueird-Filho et
al.?* demonstraram as mesmas alteragfes de peso
materno e das crias. Possivelmente, a reducéo do
peso da gordura retroperitoneal e o0 menor ganho
de peso materno possam estar também associa-
dos a ag¢bes das drogas anti-retrovirais em outros
aspectos ndo conclusivamente elucidados.

Ao contrario do que é descrito por outros
autores?®’, os quais descrevem elevagédo dos va-
lores de lactato em ratos diabéticos e em suas
crias, esses achados nao foram confirmados na
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presente casuistica, possivelmente por nao se
identificar diabete clinico no periodo de 21 dias de
exposicdo aos anti-retrovirais.

Quanto aos aspectos perinatais das crias, o
presente estudo demonstrou reducéo do peso fetal
Nos grupos cujo tratamento continha o 3TC e re-
ducédo do numero dos fetos por ninhada em todos
0s grupos, inclusive nos que receberam anti-re-
trovirais isoladamente. Esses dados também cor-
roboram os achados de Figueiré-Filho et al.?*, que
demonstraram efeitos importantes dos esquemas
de anti-retrovirais que continham o 3TC sobre as
taxas de fertilidade em ratas prenhes, principal-
mente no aumento das perdas fetais pds-implan-
tacdo e reducdo da viabilidade fetal dos animais
expostos a esses medicamentos.

Os resultados advindos do presente estudo
oferecem apoio a afirmacgédo proposta por Riecke
et al.?®, que sugerem a realizacdo de estudos para
se avaliar a toxicidade e efeitos adversos,
notadamente o efeito diabetogénico de medica-
mentos anti-retrovirais isolados e em associacéo,
de forma a determinar a seguranca do uso desses
farmacos no periodo gestacional.

ABSTRACT

Purpose: to experimentally evaluate the diabetogenic effects
of antiretroviral drugs on pregnant Wistar rats and the
perinatal effects on the offspring.

Methods: adult female pregnant Wistar rats weighing 200-
230 gwereused. Theantiretroviral drugszidovudine (ZDV),
lamivudine (3TC) and nelfinavir (NFV) were used alone and
in association at daily doses of ten times the dose normally
used in pregnant women, proportionally to the animal’s body
weight. Seven groups were studied, including the control.
The experiment started on day O of pregnancy and the
pregnant animalswere sacrificed on day 21. Thefetuseswere
counted and weighed. Blood determinations of glucose,
insulin, glucagon and lactate were performed on day 21.
The retroperitoneal adipose tissue was weighed. Data were
analyzed statistically by Sudent’s t-test.

Results: thegroupstreated with 3TC, ZDV + 3TC and ZDV +
3TC + NFV showed decreasing val ues of maternal daily body
weight gain, retroperitoneal adipose tissue weight and
weight of fetuses (control group: 6.2 g; 3TC group variation:
4.1-5.6 g). Theserumlactate |l evel swere al so decreased when
compared to the control in these groups (control group: 5.8
mmol/mL; 3TC group variations: 3.2-3.7 mmol/mL). All
antiretroviral-treated groups showed a decreasing number of
fetuses when compared to the control (control group: 14.7;
drug group variation: 11.1-12.7). All treated groups also
showed decreasing serum values of insulin (control group:
6.2 mU/mL; drug group variation: 2.1 to 2.7 mU/mL) and
increasing serum levels of glucagon when compared to the
control (control group: 88.2 pg/mL; drug group variation:
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99.7 t0 120.7 pg/mL). There was no statistical significance of
glucose levels when comparing treated groups to the control.
Conclusions: the antiretroviral drugs interfered in
carbohydrate metabolism of pregnant rats and reduced the
number of fetuses. 3TC caused less maternal body weight
gain, decreased fetus weight and lactate and insulin levels
and increased serum glucagon.

KEYWORDS: Antiretroviral drugs. Diabetes mellitus. HIV
and pregnancy. Pregnancy outcome.
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