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RESUMO

Objetivo: avaliar os efeitos de drogas anti-retrovirais isoladas e em associag¢do sobre as
taxas de fertilidade em ratas prenhes expostas a estes farmacos, bem como o efeito perinatal
nas crias.

Métodos: foram utilizadas ratas fémeas prenhes adultas da raca Wistar, pesando inicialmente
entre 200 e 230 g. Foram testadas a azidotimidina (AZT), lamivudina (3TC) e nelfinavir (NFV),
cujas dosagens foram padronizadas em 10 vezes a dose normalmente utilizada em gestantes,
proporcionalmente ao peso dos animais. No total foram avaliados sete grupos, incluindo o
controle. O inicio da experimentagdo foi o dia zero da prenhez e as cesarianas foram realizadas
com 21 dias de prenhez. Para o cdlculo das taxas de fertilidade, avaliaram-se o nimero de
fetos vivos e mortos, sitios de implantacdo e niimero de corpos liteos. Utilizaram-se o teste t
de Student e Mann-Whitney para a andlise estatistica.

Resultados: ndo houve alteracées significativas nas taxas de perdas pré-implantacdo e da
eficiéncia de implantacgdo de ratas tratadas com anti-retrovirais isolados e em associa¢do. No
entanto, houve aumento significativo nas taxas de perdas pos-implantacdo (grupo controle:
7,6%; grupos medicamentos: de 20,2 a 26,7%), reducdo significativa nas taxas de viabilidade
fetal (grupo controle: 92,4%; grupos medicamentos: de 73,3 a 79,8%) e redugdo significativa
no numero de fetos por ninhada (grupo controle: 14,7, grupos medicamentos: de 11,1 a
12,7). Observou-se também que houve redug¢do do peso materno e dos fetos nos grupos
tratados com 3TC, AZT + 3TC e AZT + 3TC + NFV.

Conclusao: com a utilizag¢do de doses elevadas de medicamentos anti-retrovirais na presente
casuistica, efeitos importantes sobre a fertilidade foram encontrados, o que sinaliza para a
necessidade de se pesquisarem outros farmacos anti-retrovirais com menor potencial
histotéxico e que possam, com seguranga, ser utilizados por gestantes portadoras da infecgéo
pelo virus da imunodeficiéncia humana.

PALAVRAS-CHAVE: Drogas anti-retrovirais, infeccées e gravidez. Fertilidade. AIDS. Estudo
experimental.
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A transmissao materno-fetal é a principal
forma pela qual criancas sdo infectadas pelo virus
da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1). A in-
cidéncia de transmissao vertical do HIV-1 nos Es-
tados Unidos da América aumentou a partir de
1984, tendo seu pico em 1992. Observou-se redu-
cao de 67% nesta forma de transmissao no perio-
do compreendido entre 1992 e 1997. A reducao da
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transmissdo vertical decorreu do uso da
azidotimidina (AZT) em maes infectadas pelo HIV-
1, cuja utilizacdo aumentou de 7% em 1993 para
91% em 199713,

O primeiro ensaio clinico no qual se admi-
nistrou agente anti-retroviral a gestantes para
avaliacdo de sua seguranca, tolerancia e eficacia
na reducédo da transmissao vertical do HIV-1 foi
publicado em 1994 pelo Pediatric AIDS Clinical Trials
Groups 076 (PACTG 076). Este trabalho concluiu
que a administracdo de AZT a gestantes durante
o periodo gestacional, durante o trabalho de parto,
acrescida do uso dessa medicacido ao recém-nas-
cido, foi responsavel por reduzir a transmissao
vertical do virus em 67,5%!.

Os avancos obtidos a partir do entendimen-
to da patogénese da transmissao perinatal do HIV-
1 e sua reducao com o uso do AZT estimularam o
estudo de novas drogas com potente acdo anti-
retroviral que pudessem ser utilizadas com segu-
ranca no periodo gestacional. No entanto, sao es-
cassas as informacodes sobre doses, farmacociné-
tica e efeitos colaterais desses farmacos durante
a gestacao*®.

Adicionalmente, ja se conhecem alguns efei-
tos adversos maternos e fetais com uso de alguns
esquemas durante a gestacdo. Quanto a mae, fo-
ram observados: anemia, elevacdo de aminotrans-
ferases, nauseas e vomitos, intolerancia a glicose,
nefrolitiase, diarréia, hipertensao e diabete
melito®”. Os efeitos sobre o feto incluem: prema-
turidade, anemia, anasarca, anoftalmia, angioma
cutaneo, criptorquidismo, costela supranumeraria
e hepatite transitéria’. Varios estudos analisaram
os efeitos das drogas anti-retrovirais sobre o
binémio mae-feto, testando sua eficacia e toxici-
dade, no sentido de facilitar e orientar os experi-
mentos clinicos. Por questbes éticas, os estudos
baseiam-se em modelos experimentais®!!.

A maioria dos trabalhos experimentais en-
contrados na literatura faz uso de modelos ani-
mais de viremia, com ratos transgénicos ou com
inoculacdes de oncovirus ou de virus que indu-
zem leucemia nesses animais, cujo objetivo é de
mimetizar a infeccdo pelo HIV-1 em seres hu-
manos. Tais animais infectados ou mutados ge-
neticamente servem de modelo para testes de
drogas anti-retrovirais, com a finalidade de ava-
liar seus efeitos terapéuticos, eficacia e efeitos
colaterais®!!. No entanto, em ampla revisao da
literatura, constatou-se a escassez de estudos
sobre a acdo das drogas anti-retrovirais em ani-
mais nao infectados, utilizando modelos experi-
mentais de gestacao. Até o presente, poucas in-
formacoes sao fornecidas a respeito do efeito das
drogas anti-retrovirais e suas combinacées so-
bre as taxas de fertilidade em ratas prenhes!?16,
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Os efeitos de drogas anti-retrovirais ja fo-
ram estudados em simios, analisando a passagem
placentaria desses farmacos, a reducao da carga
viral e os efeitos perinatais em suas crias!”!°. Por
sua vez, os efeitos pos-natais em fetos de ratas
expostas a medicamentos anti-retrovirais no pe-
riodo de prenhez ja estdo bem estabelecidos, com
amplo material presente nas principais fontes de
pesquisa?0-24,

Dentre os parametros associados a fertili-
dade estudados, destacam-se as taxas de perdas
pré e pos-implantacao, taxas de eficiéncia de im-
plantacéo e as taxas de viabilidade fetal. Inime-
ros estudos apresentam resultados com altera-
coes diversas nesses indices, com os mais diver-
sos tipos de drogas, dentre eles alguns anti-
retrovirais!2-16.20-24,

Como visto, existem lacunas no conheci-
mento do efeito das drogas anti-retrovirais sobre
as taxas de fertilidade em animais e, até o pre-
sente, modelos experimentais para avaliar o efei-
to desses farmacos sobre as taxas reprodutivas em
ratos durante a prenhez ainda nédo foram ampla-
mente testados. Com base nessas informacoes,
objetivou-se com o presente estudo estudar a acéo
de drogas anti-retrovirais, isoladas e em associa-
cao, sobre as taxas de fertilidade de ratas prenhes
expostas a estes farmacos, bem como o prognoésti-
co neonatal das crias.

Métodos

Estudo experimetal realizado no Biotério do
Departamento de Clinica Médica da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao
Paulo (FMRP-USP). Foram utilizadas 70 ratas fé-
meas prenhes adultas da raca Wistar, com peso
inicial entre 200 e 230 g. Optou-se por trabalhar
com os medicamentos anti-retrovirais mais utili-
zados durante a gestacdo: azidotimidina (AZT),
lamivudina (3TC) e nelfinavir (NFV). Tais drogas
foram fornecidas pela Farmacia do Hospital das
Clinicas da FMRP-USP e suas dosagens foram pa-
dronizadas em 10 vezes a dose utilizada em mu-
lheres gravidas, proporcionalmente ao peso dos
animais. Desse modo, as ratas prenhes recebe-
ram doses de 25 mg/dia de AZT; 12,5 mg/dia de
3TC; 97,5 mg/dia de NFV.

A via de administracao dos anti-retrovirais
foi oro-gastrica, utilizando a técnica de gavagem,
ap6s diluicdo dos medicamentos em 5 mL de solu-
cao fisiologica a 0,9%. O grupo controle recebeu
solucéo fisiolégica na mesma proporcédo. A admi-
nistracao foi sempre pela manha, em dose Unica
diaria.
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As ratas prenhes adultas foram divididas em
sete grupos com 10 animais em cada, sendo um
controle e seis grupos que receberam medicamen-
tos anti-retrovirais isolados e em associacdo. Uma
vez que o periodo de prenhez de ratos tem duracao
de 21 dias, a analise dos efeitos das drogas sobre o
organismo dos animais e de suas crias foi reali-
zada no 21°dia de prenhez. A experimentacao teve
inicio no “dia zero” da prenhez de todos os animais
de cada grupo. A prenhez foi diagnosticada pela
analise microscopica do esfregaco vaginal, sendo
a observacao da presenca de espermatozoides no
esfregaco como indicador do “dia zero” da prenhez.
Os animais receberam agua e alimentacao ad
libitum antes e durante o periodo de prenhez. O
peso dos animais foi aferido diariamente apos di-
agnosticada a prenhez.

No 21° dia de prenhez os animais foram sa-
crificados por decapitacao e imediatamente sub-
metidos a cesariana, a qual foi sempre realizada
em prazo inferior a 5 minutos pos-morte. Uma vez
aberto o ttero, o qual foi retirado em bloco do ven-
tre do animal, foram contados os fetos, que foram
retirados para anotacdo do sexo, pesagem dos
mesmos e respectivas placentas. Em seguida, os
cornos uterinos foram dissecados e, por observa-
cao direta, anotada a presenca de reabsorcoes pre-
coces e tardias (abortamentos). As reabsorcoes
tardias foram reconhecidas pela possibilidade de
distincao entre os tecidos embrionarios e placen-
tarios, o que nao acontece na reabsorcao precoce.
O numero de sitios de implantacao foi obtido pela
soma de fetos vivos, fetos mortos e reabsorcoes.
Em seguida, os ovarios foram removidos para con-
tagem dos corpos luteos (indicativos do nimero de
ovulacoes), reconhecidos pela cor rosea e pela for-
ma arredondada medindo cerca de 2 mm.

Com os valores obtidos, foram efetuados os
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seguintes calculos para analise da fertilidade, se-
gundo critérios divulgados por Almeida et al.? taxa
de perdas pré-implantacao: total corpos luteos —
total de sitios de implantacao x 100/total de cor-
pos ltteos; taxa de eficiéncia de implantacao: to-
tal de sitios de implantacdo x 100/total de corpos
Itteos; taxa de perdas pés-implantacao: total si-
tios implantacédo — total fetos vivos x 100/total de
sitios de implantacao; taxa de viabilidade fetal:
total de fetos vivos x 100/total de sitios de implan-
tacao.

Para analise estatistica de variaveis
paramétricas com distribuicdo normal e
variancias semelhantes, como peso dos animais
prenhes, numero de fetos e peso dos fetos e pla-
centas, foi utilizado o teste ¢t de Student para com-
paracao entre dois grupos.

Para analise de variaveis nao paramétricas,
como as taxas de fertilidade dos animais, foi utili-
zado o teste de Mann-Whitney para comparacao
de dois grupos. Foram consideradas diferencas
estatisticamente significativas quando o valor de
“p” bicaudal foi menor que 0,05.

Resultados

Quanto a variavel ganho de peso ao final da
prenhez, apenas os grupos com a presenca do 3TC
tiveram ganho de peso inferior ao grupo controle
(Tabela 1). Com referéncia as taxas de fertilidade,
nao houve diferencas nas taxas de perdas pré-
implantacao (TPP) e nas taxas de eficiéncia de
implantacao (TEI) ao final de 21 dias de prenhez,
quando se comparou o grupo controle com os de-
mais grupos de animais que receberam medica-
mentos anti-retrovirais.

Tabela 1 - Médias do ganho de peso materno diario e médias do peso dos fetos apos 21 dias de prenhez.

Grupo Ganho de peso materno (g) p’ Peso fetos (g) p’
média + 1 DP média + 1 DP

Controle 85+14 — 6,106 —

AZT 77+15 n.s 5607 n.s

3TC 59+29 0,01 49+ 11 0,01

NFV 81+1/1 n.s. 57+08 n.s.

AZT + 3TC 7110 0,02 41+03 0,02

AZT + NFV 8,0+0,7 n.s. 59+0,2 n.s.

AZT + 3TC + NFV 69+1,0 0,009 56+04 0,009

'p<0,05 t de Student/Comparagdes: grupo controle x grupo medicamentos.

n.s.: ndo significante
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Em relacédo as taxas de perdas pés-implan-
tacéo (TPPI), ao final de 21 dias de prenhez, todos
os grupos apresentaram TPPI com valores signifi-
cativamente maiores em relacdo ao controle (gru-
po controle: 7,6%; grupos medicamentos: de 20,2
a 26,7%), (Tabela 2). Observando as taxas de via-
bilidade fetal (TVF), pode-se notar que foram sig-
nificativamente menores em todos os grupos,
quando comparados ao controle (grupo controle:
92,4%; grupos medicamentos: de 73,3 a 79,8%),
apods 21 dias de prenhez (Tabela 2).

Tabela 2 - Taxas de perdas pés-implantagdo (TPPI) e taxas de viabilidade fetal (TVF)
apos 21 dias de prenhez.

Grupo % TPPI p’ % TVF p
(M P25-P75) (M P25-P75)
Controle 7,6 — 92,4 —
(6,7-21,9) (78,1-93,2)
AZT 26,7 0,002 73,3 0,002
(16,6-34,0) (66,0-83,3)
3TC 26,3 0,002 73,7 0,002
(23,0-62,5) (37,5-77,0)
NFV 24,3 0,005 75,6 0,005
(15,4-29,4) (70,6-84,5)
AZT + 3TC 24,2 0,03 75,7 0,03
(10,5-29,4) (70,6-89,5)
AZT + NFV 20,2 0,03 79,8 0,03
(9,8-26,3) (73,6-90,1)
AZT + 3TC + NFV 23,5 0,03 76,5 0,03
(9,6-28,6) (71,4-90,4)

'p<0,05 Mann-Whitney /Comparagdes: grupo controle x grupo medicamentos

Tabela 3 - Médias do nimero de fetos/animal ap6s 21 dias de prenhez.

Grupo Numero fetos/animal p’
média + 1 DP
Controle 147 +14 —
AZT 121+£23 0,007
37C 1,1+£43 0,02
NFV 12,7 +£22 0,02
AZT + 3TC 15+24 0,002
AZT + NFV 15+24 0,002

AZT + 3TC + NFV 1,4 +38 0,02

" p<0,05 t de Student/Comparagdes: grupo controle x grupo medicamentos

Comparando o nimero de fetos por animal
prenhe, observou-se que aos 21 dias de prenhez,
todos os grupos com uso de farmacos anti-
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retrovirais apresentaram reducao significativa do
numero de fetos por ninhada (grupo controle: 14,7;
grupos medicamentos: de 11,1 a 12,7) (Tabela 3).

Apobs 21 dias de prenhez, observou-se redu-
cao significativa dos pesos dos fetos nos grupos
3TC, AZT + 3TC e AZT + 3TC + NFV (Tabela 1), nao
ocorrendo, no entanto, alteracdes significativas
com os pesos das placentas.

Discussao

Conceitualmente, fecundidade é a capaci-
dade para a reproducao, ao passo que fertilidade
refere-se a concretizacao da reproducao e pode ser
medida pelo produto final, ou seja, o niumero de
novos individuos?. No presente trabalho, estuda-
mos a fertilidade de ratas prenhes adultas trata-
das com medicamentos anti-retrovirais isolados
ou em associacao. Os parametros analisados fo-
ram as taxas de perdas pré-implantacdo e efici-
éncia de implantacdo (que refletem a quantidade
de 6vulos fertilizados e as perdas embrionarias
anteriores a implantacao endometrial) e as taxas
de perdas pés-implantacéo e viabilidade fetal (que
refletem as perdas embrionarias e fetais ocorri-
das apés a implantacao).

Quanto as taxas de TPP, nao houve, no pre-
sente estudo, diferencas estatisticamente signi-
ficativas entre os animais do grupo controle e
aqueles tratados com medicamentos anti-
retrovirais, apos 21 dias de prenhez. Em trabalho
avaliando o efeito do AZT em ratas prenhes, Toltzis
et al.'? observaram aumento das TPP com o uso
desse anti-retroviral, demonstrando que o AZT
interfere na divisdo celular no embrido pré-im-
plantado. Para Mamede et al.'*, ndo houve eleva-
cao das TPP em ratas prenhes tratadas com AZT e
aciclovir. Em casuistica semelhante, Fujinaga et
al.’ também nao demonstraram alteracdoes nas
TPP com utilizacdo do AZT nos grupos de ratas pre-
nhes tratadas, em comparacdo ao grupo controle.

Quanto as taxas de TEI, o presente estudo
permitiu verificar que nao houve diferencas en-
tre os grupos de animais tratados com drogas anti-
retrovirais em relacdo as ratas do grupo controle
no 21° dia de prenhez. Resultados semelhantes
sao descritos por Toltzis et al.'? e Mamede et al.'4,
que nao observaram alteracoes nas TEI de ratas
prenhes tratadas com anti-retrovirais isolados ou
em associacgao.

Quanto as TPPI, demonstrou-se que todos os
grupos de ratas tratadas apresentaram TPPI com
indices superiores aqueles observados no grupo
controle. Sendo as TPPI complementares as taxas
de TVF, todos os animais dos grupos que recebe-
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ram medicacdo apresentaram TVF abaixo dos ni-
veis demonstrados no grupo controle. O estudo de
Fujinaga et al.’® avaliou os efeitos do AZT, ddI, ddC
e indinavir no periodo de prenhez de ratas. Estes
farmacos foram utilizados de forma isolada e em
associacdo, nao sendo observadas alteracoes nas
TPPI e TVF dos animais tratados em relacao aos
do grupo controle. Dos medicamentos utilizados na
casuistica citada, apenas o AZT foi utilizado no
presente trabalho. Desse modo, os resultados nao
sdo plenamente comparaveis, justificando as di-
ferengas encontradas.

Em 2000, Riecke et al.'® avaliaram os efei-
tos do indinavir durante o periodo de prenhez, nédo
encontrando alteracdes nas TVF em ratas trata-
das com esse inibidor de protease. Em estudo uti-
lizando ddI, ddC e d4T em ratas prenhes, Toltzis et
al.’® também nao demonstraram repercussoes
negativas sobre as taxas de fertilidade dos animais
expostos a esses farmacos. Como pode ser notado,
as drogas utilizadas por tais autores diferem da-
quelas utilizadas em nosso estudo.

Observou-se também reducao significativa
do numero de fetos por ninhada dos grupos de ratas
tratadas, sendo que o peso dos fetos sofreu redu-
cao significativa nos grupos 3TC, AZT + 3TC e AZT
+ 3TC + NFV. O peso das placentas néo sofreu al-
teracdes significativas com a utilizacao das dro-
gas propostas.

Para Toltzis et al.'3, Fujinaga et al.'* e Riecke
et al. !°, também né&o ha diferencas quanto ao nu-
mero e peso de fetos oriundos de ratas tratadas
com medicamentos anti-retrovirais no periodo de
prenhez. Entretanto, como ja citado anteriormen-
te, em nenhum desses estudos as combinacodes
de drogas anti-retrovirais utilizadas se asseme-
lharam aquelas utilizadas na presente casuistica.

A despeito de nao ser objetivo direto do atual
estudo, a média de ganho ponderal diario das ratas
prenhes tratadas com drogas anti-retrovirais e
suas associacdes, demonstrou reducao significa-
tiva nos grupos tratados com 3TC, AZT+3TC e
AZT+3TC+NFV, apoés 21 dias de prenhez. Coinci-
dentemente, os mesmos grupos tratados com 3TC
apresentaram médias de peso fetal significativa-
mente menores comparados a média de peso dos
fetos do grupo controle. Em estudo utilizando
aciclovir no periodo de prenhez, Mamede et al.'*
observaram reducdo do ganho ponderal materno
nos animais tratados com esse medicamento. Po-
rém, apos associacdo com AZT e nos grupos de
animais recebendo apenas AZT, nao houve redu-
cao significativa do ganho de peso materno.

Pelos dados expostos, pode-se notar que den-
tre os grupos de animais prenhes do presente es-
tudo, aqueles nos quais o esquema de tratamento
incluia o 3TC apresentaram reducao significati-
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va do ganho de peso materno, bem como do peso
fetal ao nascimento. Tal fato pode explicar a redu-
cao do ganho ponderal materno, uma vez que nes-
ses grupos houve reducéo do ganho de peso fetal.

Adicionalmente, observou-se elevacao das
TPPI e consequiente reducao das TVF apoés 21 dias
de prenhez em todos os grupos de animais rece-
bendo anti-retrovirais isolados ou em associacao,
demonstrando que, provavelmente, os medicamen-
tos utilizados durante a prenhez, nas doses propos-
tas, induziram alteracoes importantes nos fetos
apo6s a sua implantacao no endométrio, nao ocasio-
nando efeitos deletérios sobre a quantidade de 6vu-
los fertilizados e tampouco sobre os embrides em
periodo anterior & implantacdo. Essa afirmacao pode
ser comprovada pela reducdo significativa do nu-
mero de fetos por ninhada apés 21 dias de prenhez
nos grupos tratados com anti-retrovirais, em rela-
cao aos animais do grupo controle.

Alguns questionamentos podem ser levan-
tados a partir desses resultados: o mecanismo de
acao dos farmacos pode interferir nos processos
bioquimicos de implantacdo e manutencao do
embrido? A associacdo de drogas com mecanis-
mos de acao diversos pode ocasionar um sinergis-
mo de ac¢des as quais podem prejudicar a circula-
cao feto-placentaria, impedindo o crescimento
adequado do feto? Podem as drogas anti-retrovirais
estar bloqueando algum processo bioquimico-
molecular importante na fase de pés-implantacao
do embrido? Se algum desses fatores for verdadei-
ro, pode-se estender o raciocinio para humanos?

Os resultados e questionamentos advindos
do presente estudo oferecem apoio a afirmacéao
proposta por Riecke et al.!6, que sugerem a reali-
zacao de estudos para se avaliar a toxicidade re-
produtiva de medicamentos anti-retrovirais iso-
lados e em associacao, de forma a determinar a
seguranca da utilizacdo desses medicamentos no
periodo gestacional.

ABSTRACT

Purpose: to evaluate experimentally the effects of antiretroviral
drugs used alone and in association upon the fertility of
pregnant Wistar rats and the perinatal effects on the offspring.
Methods: adult female pregnant Wistar rats weighing 200-
230 g were used. The antiretroviral drugs zidovudine (AZT),
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 one.
The experiment started on day 0 and the pregnant animals
were sacrificed on day 21. The alive and dead fetuses, the total
implantation sites and the total numbers of corporea lutea
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were used to calculate the fertility values. The statistical
analysis was performed by Student’s t test and by the Mann-
Whitney test.

Results: there were no significant statistical differences
regarding preimplantation loss and implantation efficiency
values of the rats treated with isolated and associated
antiretroviral drugs. There was a significant increase in the
postimplantation loss values (control group: 7.6%,; drug
groups variation: 20.2-26.7%), a decrease in the fetal viability
values (control group: 92.4%, drug groups variation: 73.3-
79.8%), and a decreasing number of fetuses per animal
(control group: 14.7; drug groups variation: 11.1-12.7).
There was a significant weight reduction of the female rats
and of the offspring of animals treated with 3TC, AZT + 3TC
and AZT + 3TC + NFV.

Conclusion: with the administration of high antiretroviral
doses, important fertility effects could be observed, which
showed that less histotoxic antiretroviral drugs must be
studied in order to warrant the safety of using these medicines
in pregnant HIV-1 - infected women.

KEY WORDS: Antiretroviral drugs. Infection and fertility.
AIDS. Experimental study.
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