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Efeitos do Uso Cronico do Amprenavir sobre a Prenhez da Rata Alhina

Effects of Chronic Amprenavir Treatment on Rat Pregnancy
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RESUMO

Objetivo: avaliar o efeito do uso crénico do amprenavir sobre as implantagées, reabsorgées,
fetos, placentas e mortalidade materna e fetal da rata albina.

Métodos: 5 grupos de ratas albinas EPM-1 Wistar, prenhes, foram usados: 2 controles, Contrl
(controle do estresse) e Contr2 (controle do veiculo), e trés grupos experimentais, Experl,
Exper2 e Exper3, que receberam, respectivamente, 46, 138 e 414 mg/ kg de peso de solucdo
oral de amprenavir. Droga e veiculo (propilenoglicol) foram ministrados por gavagem. Foram
avaliados a evolugdo ponderal, nimero de implantagées, de reabsorgées, de fetos, de placentas
e de obitos intra-uterinos, o peso dos fetos e das placentas e malformagcées maiores. Foram
retirados fragmentos de pulmées, rins, figado e intestinos para avaliagdo histopatolégica.
Resultados: observou-se, no grupo Exper3, tendéncia a menor ganho de peso materno
durante a prenhez (p=0,07), mas o amprenavir ndo causou efeitos deletérios sobre o contetido
intra-uterino. O efeito citotoxico da droga revelou-se nas andlises histopatolégicas de visceras
das ratas prenhes e na taxa de mortalidade materna: 50% nos grupos Experl e Exper2 e
70% no grupo Exper3.

Conclusao: o amprenavir, em todas as doses administradas, mas especialmente na dose de
414 mg/kg de peso, mostrou ter efeito deletério sobre os pulmées, intestinos, rins e figado
maternos e aumentou significantemente o percentual de mortalidade materna.

PALAVRAS-CHAVE: Drogas anti-retrovirais. AIDS. Estudo experimental. Malformacées.

[ntrodugdo

Desde o seu reconhecimento como entida-
de nosologica, ha cerca de duas décadas, a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA, ou
AIDS) representa um desafio médico, devido a sua
alta taxa de mortalidade e ao numero cada vez
maior de individuos infectados.

Inicialmente conhecida como “doenca dos
homossexuais”, desde 1993 a transmissao heteros-
sexual passou a ser a principal forma de dissemi-
nacéo do virus HIV no Brasil, aumentando consi-
deravelmente o nimero de mulheres infectadas.
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Estima-se que, dos 42 milhoes de infectados
vivendo sob o binémio HIV/AIDS, 19,2 milhoées
correspondam a mulheres adultas’. No Brasil, no
periodo de 1980 a 2002, o numero de mulheres
em idade fértil infectadas pelo HIV representou
85,5% dos casos de AIDS na populacao feminina.
A incidéncia de gestantes soropositivas vem au-
mentando significativamente, segundo o Minis-
tério da Saude. No pais existem cerca de 17 mil
gestantes HIV-positivas?.

O fenémeno de “feminizacao” da doenca,
principalmente em idade fértil, implica um nu-
mero cada vez maior de criancas infectadas por
meio da transmissdo materno-fetal (TMF) ou
transmissao vertical, sendo esta a principal via
de infeccao pelo HIV em criancas. No Brasil, até
2002, 86,1% dos casos de infeccao pelo HIV, verifi-
cados em menores de 13 anos, decorrem de TMF
durante o ciclo gravidico-puerperal?.

Desde o estudo do Pediatric AIDS Clinical
Group, conhecido como Protocolo 076 (ACTG 076),
que demonstrou queda da TMF em 70% com a ad-
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ministracdo de zidovudina (AZT) a gestante®, os
beneficios da terapia anti-retroviral vém sendo
amplamente estudados em associacao com outras
intervencodes, como a cesarea eletiva e a orienta-
cao para supressao do aleitamento materno, a fim
de reduzir a TMF*>.

Embora inicialmente preconizada a
monoterapia com AZT, ha recomendacoes recen-
tes de que as gestantes ndo devem ser privadas
do uso de combinacédes de drogas potentes®, visto
que atualmente esses esquemas estao relaciona-
dos a menor taxa de TMF’. Atualmente, cada vez
mais, observa-se a tendéncia para manter o mes-
mo esquema que vinha sendo utilizado antes da
gestacao, exceto em casos de drogas reconhecida-
mente teratogénicas®®.

O amprenavir € um anti-retroviral inibidor
de protease de introducdo recente na terapéuti-
ca, e nao existem estudos bem controlados que
avaliem o seu uso em gestantes ou suas reper-
cussoes sobre os conceptos. Deste modo, o presente
trabalho averigua os possiveis efeitos adversos
deste farmaco administrado durante toda a pre-
nhez da rata albina.

Material e Métodos

Utilizamos ratas albinas (Rattus norvegicus
albinus) da linhagem EPM-1 Wistar, virgens, com
90 dias de vida, pesando em torno de 230 g, com
regime de alimentacao (racao Nuvital CR-1) e agua
ad libitum. Foram inicialmente acasaladas na pro-
porcao de trés fémeas para cada macho, por perio-
do de duas horas. O inicio da gestacao (dia zero da
prenhez) foi confirmado pelo encontro de esper-
matozobides na luz vaginal®. Cinqlienta ratas pre-
nhes foram divididas, aleatoriamente, nos seguin-
tes 5 grupos numericamente iguais: Contrl, ani-
mais ndao manipulados; Contr2, animais que re-
ceberam 0,5 mL de propilenoglicol; Experl, Exper2
e Exper3, animais tratados, respectivamente, com
46, 138 e 414 mg/kg de peso corporal de solucao
oral de amprenavir. O veiculo e a droga foram ad-
ministrados por gavagem, uma vez ao dia, sempre
na parte da manha, a partir do dia zero até o 20°
dia da prenhez.

O ganho de peso dos animais foi monitorado
por meio de pesagem nos dias zero, 7°, 14° e 20° de
prenhez. Ao termo (20° dia), todos os animais foram
anestesiados com mistura de xilazina com
ketamina (Rompun® e Francotar®), 0,05 mL de cada
uma, por via intraperitoneal. Apdés laparotomia e
histerotomia, avaliaram-se os seguintes
parametros: numero de implantacoes, de

Amprenavir

reabsorcoes, de fetos vivos e mortos, bem como o
peso dos fetos e placentas. Os fetos foram detalhada-
mente investigados sob lupa estereoscopica quanto
a ocorréncia de malformacoes maiores externas. Em
seguida, as matrizes foram submetidas a necropsia
e retirados fragmentos de varios 6rgaos (pulmoes,
figado, intestinos e rins), os quais foram imediata-
mente mergulhados em formol a 10% e processados
para analise histologica. Os cortes obtidos foram co-
rados pela hematoxilina e eosina (HE).

Os resultados, apoés analise de variancia,
foram analisados por comparacoes multiplas pelo
teste de Kruskal-Wallis. Para os calculos, foi utili-
zado o software GraphPad Instat®, verséao 2.01.

Resultados

O ganho porcentual de peso das ratas foi ava-
liado no 7°, 14° e no 20° dia de prenhez (Figura 1).
Os resultados mostraram que o maior ganho de
peso ocorreu no intervalo compreendido entre o
14° e 0 20° dia. Embora nao significante, o grupo
que ganhou menos peso no ultimo periodo foi o
grupo Exper3.
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Figura 1 - Evolugéo do ganho de peso em ratas, controles (Contr1 = controle estresse
e Contr2 = controle veiculo) e tratadas com doses crescentes de amprenavir (Exper1 =
46 mg/kg, Exper2 = 138 mg/kg e Exper3 = 414 mg/kg) durante toda a prenhez (n=10 em
todos os grupos).

Quanto ao numero de implantacoes verifi-
ca-se que no grupo Contrl o nimero médio foi de
10,3 contra 10,3 no grupo Contr2 e variou de 10,0
a 12,2 nos grupos experimentais. A média de
reabsorc¢oes foi de 0,3 (Contrl), 0,1 (contr2 ) e va-
riou de O a 4 nos grupos experimentais. Os pesos
dos fetos foram também semelhantes nos varios
grupos: 4,1 (Contrl e Contr2) e variou de 4,0 a 4,7
nos demais. O peso das placentas variou entre 0,6
e 0,7 em todos os grupos. Estes resultados mos-
tram que nao houve diferenca significante entre
os diversos grupos do experimento (Tabela 1).
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Tabela 1 - Eeitos do amprenavir sobre o niimero de implantagGes e de reabsorgdes, sobre o peso dos fetos e das placentas e sobre mortalidade materna®.

Contr1 Contr2 Exper1 Exper2 Exper3
N° de implantagbes 10,3 + 0,44 10,3+ 0,73 11,0 + 0,44 12,2 + 0,48 10,0 + 0,44
N° de reabsorgdes 0,3 +£0,21 0,1+0,10 0,2+0,20 - 4,0 4,00
Peso dos fetos (g) 411010 4,1 +0,06 4,001 43+0,14 47 +0,75
Peso das placentas (g) 0,6 + 0,02 0,6 + 0,02 0,6 + 0,02 0,7 + 0,03 0,6 + 0,05
Mortalidade materna (%) - 50 £ 16 50 £ 16 70 £ 15*

#Grupos de 10 animais tratados com veiculo (Contr2 = propilenoglicol) ou solug&o oral de amprenavir durante toda a prenhez (Exper1 = 46 mg/kg; Exper2 = 138 mg/kg; Exper3 = 414 mglkg),

Contr1 = sem manipulagdo (controle de estresse).
*p < 0,05 em relagéo aos grupos Contr1 e Contr2.
Dados apresentados como média * erro padrdo da média.

Os indices de mortalidade materna, nos gru-
pos estudados, também estao expressos na Tabela 1.
Houve expressiva mortalidade materna em todos
os grupos tratados (50 = 16% nos grupos Experl e
Exper2, e 70 = 15% no grupo Exper3); contudo, ape-
nas no grupo tratado com a dose maior (Exper3) o
valor alcancou significancia estatistica.

A analise histoloégica mostrou comprometi-
mento de alguns 6rgaos em varios graus de intensi-
dade, a microscopia de luz, em todos os grupos expe-
rimentais, sendo mais intensa no grupo Exper3. Nos
pulmoes, observaram-se lesdo alveolar difusa, con-
gestdo, edema e hemorragia; no intestino, verifica-
ram-se necrose e descamacao epitelial; no figado,
observaram-se focos de necrose e esteatose e, nos
rins, necrose tubular segmentar.

Discussao

O amprenavir € inibidor de protease viral
com especificidade para o virus HIV, cujo perfil de
resisténcia a esse farmaco parece ser diferente
do de outros congéneres, pois sua eficacia perma-
nece por mais de 24 horas. Esta é a razao para
dose Uinica diaria. Estudos clinicos mostram como
principais efeitos colaterais do amprenavir: rash
cutaneo, cefaléia, diarréia e perda de peso, mas
pouco se sabe sobre as repercussoes desse farmaco
sobre a gestacao. Neste trabalho, encontrou-se que
a dose mais alta, ou seja, 414 mg/kg de peso
corporeo, apresentou efeitos indesejaveis como
reducao do ganho de peso e 0o aumento da mortali-
dade materna, numa primeira indicacao para po-
tenciais efeitos deletérios sobre a gestacdo da rata.

A dose de amprenavir administrada no grupo
Experl foi proporcionalmente semelhante a reco-
mendada para uso terapéutico em humanos, isto
€, 46 mg/kg de peso corporal por dia. Os grupos
Exper2 e Exper3 foram tratados com doses 3 e 9
vezes superiores a dose menor, em primeiro lugar
porque o metabolismo hepatico da rata estima-se

ser trés vezes mais eficiente do que aquele encon-
trado em humanos e a depuracao renal (clearance)
desses animais € duas vezes mais eficiente.

Os grupos que receberam amprenavir com
doses de até 138 mg/kg (Experl e Exper2) apresen-
taram ganho de peso regular durante a gestacao,
nao tendo havido ganho significantemente diferen-
te do observado nos controles (Contrl e Contr2). No
grupo que recebeu 414 mg/kg (Exper3) os animais
tiveram menor ganho de peso, em especial no ulti-
mo periodo da gestacdo. Observaram-se indices de
50% de mortalidade materna nos grupos Experl e
Exper2, e de 70% no grupo Exper3; além disto, hou-
ve grande nimero de reabsorcoes de conceptos nas
ratas sobreviventes deste grupo. Tomados em con-
junto, estes dados sugerem alto potencial téxico do
amprenavir para a prenhez da rata albina. Em hu-
manos, o amprenavir esta relacionado a intensas
reacdes cutaneas, havendo também relatos de
mortes em pacientes em uso desse farmaco, o que
se estima em, aproximadamente, 1% dos casos'®.

A taxa da passagem transplacentaria do
amprenavir, apesar de seu modesto peso molecular
(505 Da), é extremamente baixa devido, provavel-
mente, ao bloqueio promovido pela glicoproteina P,
proteina de transporte transmembrana que existe
em grande concentracdo junto a placenta; o mes-
mo tipo de bloqueio parece ocorrer também com o
ritonavir, outro bloqueador de protease!!-!3. Tal fato
pode explicar porque nao temos observado efeitos
deletérios do farmaco sobre o nimero de implanta-
coes e de reabsorcoes do experimento, como tam-
bém sobre o peso dos fetos e das respectivas pla-
centas nos grupos experimentais. A mesma ausén-
cia de efeitos no tocante ao conteudo intra-uterino
foi observada em estudo experimental similar usan-
do ritonavir, provavelmente também em funcao da
restricdo da passagem transplacentaria do farmaco
promovida pela glicoproteina P!*13,

As lesdes hepaticas e renais nos grupos
tratados com amprenavir sugerem, em funcao da
presumivel piora da metabolizacdo e da depura-
cao do farmaco, aumento de sua biodisponibilidade.

RBGO-V. 26,13, 2004

209



Mota et al

A conseqUiéncia imediata deste fato seria a
potencializacdo de seus efeitos farmacolégicos,
com duas vertentes antagdnicas: por um lado, em
pacientes infectados haveria aumento da efica-
cia antiviral, e por outro, haveria deterioracao das
funcoes hepato-renais e aumento dos efeitos to-
xicos sistémicos proprios da droga (explicando, por
exemplo, os efeitos observados neste trabalho so-
bre a mortalidade materna e sobre as reabsorcoes
dos conceptos). Vale ressaltar, entretanto, que
estas alteracdes podem ser espécie-especificas, e
nao devem ser transportadas, em primeira ins-
tancia, para o ser humano. De qualquer forma,
essas consideracoes podem contribuir para alertar
o profissional médico para os cuidados especiais
no monitoramento do uso dessa droga, especial-
mente no tocante a funcoes viscerais, particular-
mente quanto a funcao hepatica e a funcao renal,
promovendo a avaliacdo sistematica, periodica e
freqiiente do paciente, notadamente nas pacien-
tes gravidas em eventual uso do amprenavir.

Embora ja se soubesse que os inibidores
de protease (indinavir, nelfinavir, ritonavir) podem
desencadear resisténcia insulinica por inibicdo
do transportador de glicose responsivo a insulina
GLUT4'%!7 mais recentemente comprovou-se que
o amprenavir apresenta potente efeito redutor da
liberacado de insulina sobre ilhotas pancreaticas
isoladas!®. Este fato agrava-se com a exposicao
prolongada e nao € plenamente reversivel apos a
retirada da droga'”!®. Estes dados sugerem que
exposicado prolongada a terapia anti-retroviral de
alta eficacia pode contribuir significativamente
para o desenvolvimento de diabetes franco e tém
duas consequiéncias: primeiro, podem explicar,
pelo menos em parte, os efeitos deletérios do
amprenavir observados neste trabalho; segundo,
chamam a atencdo para o desenvolvimento de
novas geracdes de drogas anti-retrovirais que
mantenham sua eficacia clinica em regimes de
tratamento cronico sem causar efeitos metaboli-
cos adversos, especialmente na gravidez.

ABSTRACT

Objective: to evaluate the chronic effects of amprenavir on
implantations, reabsorptions, fetuses, placentae, and
maternal and fetal mortality in the albino rat.

Methods: five groups of EPM-1 Wistar pregnant rats were used:
two controls: Contr1 (control of stress) and Contr2 (drug vehicle
control), and 3 experimental groups that were treated once a
day throughout gestation with 46mg/kg (Experl), 138mg/kg
(Exper?2) and 414mg/kg (Exper 3) of oral solution of amprenavir.
The drug and the vehicle (propyleneglycol) were administered
by gavage. The evaluations included maternal body weight
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gain, number of implantations, reabsor ptions, fetuses, placentae
and of intrauterine deaths as well as fetal and placental mean
weight and major malformations. Fragments of lungs, kidneys,
liver and intestines were collected and prepared for
histopathological evaluation.

Results. Exper3 group tended to show lesser maternal body
weight gain during gestation (P = 0.07), but amprenavir did
not affect the intrauterine contents. The cytotoxic effect of the
drug was observed with regard to the histopathol ogical analyses
of pregnant rat viscerae and to the maternal mortality rate:
50% in Exper1 and Exper2 groups, and 70% in Exper3 group.
Conclusion: amprenavir exerted adverse side effects on
maternal lung, gut, kidney and liver, and significantly
increased maternal mortality ratesin all administered doses
and especially at 414 mg/kg.

KEY WORDS: Anti-retroviral drugs. Aids. Experimental study.
Malformation.
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