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Resumo

OBJETIVO: avaliar os efeitos da administracdo crénica de trés diferentes doses de Ritonavir nos figados e rins de rafas
prenhes e seus conceplos do ponto de vista morfolégico. METODOS: Quarenta ratas albinas EPM-1 Wistar, prenhes,
foram aleatoriamente divididas em quatro grupos: Contr (controle do veiculo) e frés grupos experimentais, Exp20,
Exp60 e Exp180, que receberam, respectivamente, 20, 60 e 180 mg/kg por dia de Ritonavir por via oral. A droga
e o veiculo [propilenoglicol) foram administrados por gavagem, desde o primeiro até o 20° dia da prenhez. No dltimo
dia do experimento, todos os animais foram anestesiados e sacrificados. Em seguida, fragmentos dos figados e rins
maternos e fefais foram coletados e preparados para andlise em microscopia de luz. RESULTADOS: ndo observamos
nenhuma alteragdo morfolégica nas visceras estudadas nos Grupos Contr e Exp20. No Grupo Exp60, encontramos,
no figado matemno, hepatécitos com sinais de atrofia e de apoptose (eosinofilia citoplasmatica e nicleos picnéticos) e
vasodilatagdo marcante dos capilares sinuséides (congestéo). No rim materno, encontramos dreas eosinofilicas e nicleos
hipercromdticos na parede dos tGbulos conforcidos proximais. O figado e rins maternos do Grupo Exp180 tiveram
alteragdes morfolégicas mais infensas do que no Grupo Expb0. Néo observamos alteragdes histomorfolégicas nos
figados e rins fefais em todos os grupos, o que pode ser decorrente da agdo protetora da glicoproteina P. CONCLUSOES:
nossos resultados mostram que a administragéo de Ritonavir a ratas prenhes causou alteragdes morfolégicas nos figados
e rins maternos em doses mais altas que a convencional. J& a auséncia de anormalidades nos érgédos fetais pode ser
explicada pelo papel protefor da glicoproteina P.

Abstract

PURPOSE: to evaluate the effect of the chronic administration of three different doses of Ritonavir in the liver and kidneys
of pregnant albino rats and their concepts from a morphological standpoint. METHODS: forty pregnant albino EPM-1
Wistar rafs were randomly divided into four groups: Contir (vehicle control], and three experimental groups, Exp20, Exp&0,
Exp180, which received daily 20, 60 or 180 mg/kg of Ritonavir, respectively. The drug and the vehicle (propyleneglycol)
were orally administered by gavage, from the first up to the 20" day of pregnancy. At the last experimental day, all
the animals were sacrificed under deep anesthesia, and fragments from the maternal and fetal liver and kidneys were
taken and prepared for histological analysis by light microscope. RESULTS: no morphological changes were identified in
Exp20 and control group. In the Exp60 group, we found hepatocytes with signs of atrophy and apoptosis (eosinophilic
cytoplasm and picnotic nuclei) and marked sinusoid capillary vasodilation (congestion). The proximal convoluted tubules
of maternal kidneys and liver showed eosinophilic areas and hyperchromatic nuclei, as well as signs of vasodilation. The
maternal kidneys and livers of the Exp 180 rats presented more prominent morphological changes than the ones of Exp60.
Regarding the fefal organs, no histomorphological abnormalities were observed in all the groups. CONCLUSIONS: our
results show that the administration of Ritonavir to pregnant rats, in higher than conventional doses causes morphological
changes in the maternal liver and kidneys. On the other hand, the lack of abnormalities in the fetal organs may be due
fo the protective role of glycoprotein P.
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Introducao

Desde o seu reconhecimento como entidade
nosolégica, hd cerca de duas décadas, a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) representa um
desafio médico, devido a sua alta taxa de mortalidade
e a0 nimero cada vez maior de infectados.

Recentemente, o programa de combate a AIDS/
HIV das Na¢oes Unidas (UNAIDS e WHO) relatou
que o mundo registrou 5 milhdes de novas infec-
¢Bes, 3,1 milhdes de mortes, em 2005, e um total de
4,9 milhdes de pessoas infectadas a cada ano. As mu-
lheres respondem por 50% de toda a populagio HIV
positiva no mundo’.

O Ministério da Satide do Brasil, em 2005, revelou
que existem aproximadamente 600.000 portadores do
HIV e mais de 12.000 gravidas contaminadas. A taxa
de mulheres portadoras do virus no momento do parto
gira em torno de 0,5%. A taxa de mortalidade por
AIDS no Brasil encontra-se estabilizada desde 1999,
com média de 6,3 mortes por 100.000 habitantes.
Esse indice € fruto da distribui¢do gratuita de anti-
retrovirais. O Brasil é citado como o primeiro pais em
desenvolvimento a oferecer a terapia anti-retroviral
gratuita e universal, e um dos primeiros a obter sucesso
com essa politica’.

Desde o estudo do Pediatric AIDS Clinical Group,
conhecido como Protocolo 076 (ACTG 076), no qual se
demonstrou redugdo da taxa de transmissdo vertical em
70% com a administragdao de anti-retrovirais a gestan-
te, os beneficios desta terapia vém sendo amplamente
estudados em associagdo com outras intervengdes, COmo
cesdrea eletiva e supressdo de aleitamento materno, a
fim de reduzir a taxa de transmissdo vertical’>*. Embora
inicialmente preconizada a monoterapia, hd recomenda-
¢coes recentes de que as gestantes ndo devem ser privadas
do uso de combinacdes de drogas potentes, visto que,
atualmente, esses esquemas estdo relacionados a menor
taxa de transmissdo vertical>®.

Portanto, o desafio é muito grande e exige, além
de outras medidas como promocao da satide e pre-
venc¢do da sindrome, o tratamento medicamentoso.
Neste sentido, hd, hoje, um arsenal terapéutico que
tem permitido melhor qualidade de vida e maior
sobrevida para os portadores do virus da AIDS ou
com a condig@o patoldgica ja instalada. O arsenal é
rico, mas associado a efeitos adversos que, em muitos
aspectos, precisam ser mais pesquisados, especial-
mente quanto a sua toxicidade para as grdvidas e
seus conceptos. Neste aspecto, pesquisas reforcam
que o tratamento farmacolégico da mulher gravida
portadora do HIV ou com a sindrome jd estabele-

cida n@o se associou a altera¢des dignas de nota em
varios indicadores da normalidade fetal, tais como
redu¢io do indice de Apgar, baixo peso fetal, parto
prematuro, entre outros; insistem que o tratamento
farmacolégico da gravida HIV positiva é uma exi-
géncia, que traz mais beneficios que problemas para
a mulher e para o feto”®.

Dependendo da regidao do mundo, alta percenta-
gem da populagio total dos infectados pelo HIV sdo
mulheres em idade reprodutiva, passiveis de engravidar
e algumas, inclusive, na vigéncia de terapia anti-re-
troviral”’. A utilizagdo de algumas dessas drogas estd
formalmente contra-indicada nesse periodo. Cada vez
mais, tem-se usado a associa¢io de drogas com bons
resultados terapéuticos, tanto para a mulher gravida
quanto para seu concepto, mas persiste a preocupagao
com possiveis efeitos colaterais, carecendo-se de estudos
mais bem controlados®.

Dentro do espirito de conhecer melhor um dos
integrantes do arsenal terapéutico disponivel, propu-
semo-nos estudar o firmaco Ritonavir, enfocando seus
possiveis efeitos sobre os figados e rins de ratas prenhes
e de seus conceptos, levando em considerac¢io os aspectos
morfolégicos dessas visceras.

Embora ndo haja estudos bem controlados, o Food
and Drug Administration (FDA) americano classificou
o Ritonavir na categoria B de risco para o feto. Por isto,
interessou-nos estudar esse medicamento em relagéo a
possiveis efeitos indesejdveis sobre a prenhez e os fetos.
No presente trabalho, nossa aten¢do voltou-se para a
andlise dos efeitos do uso crénico do Ritonavir sobre
os figados e rins das matrizes e de suas crias.

Métodos

Foram utilizadas ratas (Rattus norvegicus albinus)
adultas, virgens, pesando aproximadamente 200
g, fornecidas pelo Centro de Desenvolvimento de
Modelos de Experimentac¢iao (Cedeme) da Escola
Paulista de Medicina da Universidade Federal de
Sdo Paulo (Unifesp/EPM). Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Unifesp/EPM
(parecer n°. 0276/02).

Os animais foram mantidos confinados em
gaiolas pldsticas, no biotério da Disciplina de His-
tologia, com temperatura ambiente controlada a
22°C e iluminagdo artificial, obtida com limpadas
fluorescentes, sendo o fotoperiodo de 12 horas claro
(7:00-19:00 h) e 12 horas escuro, com alimentag¢do
e dgua ad libitum.

Apés um periodo de sete dias, os animais foram
acasalados na propor¢do de um macho para trés fémeas,
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por periodo de duas horas. O inicio da gesta¢do (dia
zero da prenhez) foi determinado pelo encontro de
espermatozéides na vagina da rata''. Quarenta ratas
prenhes foram entdo distribuidas, aleatoriamente, em
quatro grupos numericamente iguais: Contr, animais
que receberam 1 mL de propilenoglicol; Exp20,
Exp60 e Exp180, animais tratados, respectivamente,
com 20, 60 e 180 mg/kg por dia de solug¢do oral de
Ritonavir. O veiculo e a droga foram administrados
por gavagem, uma vez ao dia, desde o dia zero até o
20° dia da prenhez.

Ao termo (20° dia), todos os animais foram
anestesiados com mistura de xilazina (0,1 mg/kg) e
cetamina (0,1 mg/kg), por via intraperitoneal. Apés
laparotomia, fragmentos dos figados e rins das ratas e
de seus fetos foram retirados e mergulhados em formol
a 10% tamponado (tampdo fosfato 10 mM, pH 7,4),
e processados para estudo histolégico a microscopia
de luz. O preparo e o estudo histoldgicos foram re-
alizados no Laboratério de Obstetricia Fisiologica
e Experimental do Departamento de Obstetricia

e
)

na qual se observam nicleos picnéticos (sefas) e congestdo vascular (*).

H.E. 320x.
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da Unifesp/EPM. Ap6s os procedimentos habituais
de inclusd@o em parafina, os blocos foram cortados
(5 pm) e as laminas coradas pela hematoxilina-eosina.
As laminas foram avaliadas em microscépio de luz
marca Carl Zeiss.

Na leitura das laminas, considerou-se padrdao
de normalidade para o figado: bom estado de con-
servacdo, homogeneidade de aspecto, identifica¢do
de 16bulos hepdticos integros, espago porta integro
e veias hepdticas bem definidas; corddes sinuséides
presentes, integros, confluindo para veia centro-lo-
bular. Nos capilares sinuséides entendeu-se como
normal a presencga de algumas hemadcias. Nas células
hepdticas, consideraram-se normais aquelas com
um ou mais ndcleos integros, em geral centraliza-
dos, e nucléolos bem evidentes. No citoplasma, foi
considerado padrao de normalidade encontrar dreas
baséfilas e eosinéfilas.

Nos rins, a normalidade obedeceu aos quesitos:
bem conservados, apresentando corpuisculos renais e
tibulos contorcidos proximais e distais integros; os
glomérulos formados por capilares, poddcitos, células
endoteliais e mesangiais sem alterac¢Ges histolégicas.
Outros itens avaliados: cipsula de Bowman integra,
presenca de células ctbicas ou poliédricas, apresen-
tando citoplasma eosinéfilo e nicleo arredondado.
Na regido medular, analisaram-se as al¢as de Henle
junto aos capilares e tibulos coletores, estes com
citoplasma bem delimitado e nicleo esférico, quando
dentro da normalidade.

Quando houve altera¢do da coloragdo padrio
ja bem estabelecida para as estruturas hepdticas,
alteragdo na morfologia de ntcleos, rompimento de
limites de alguma organela citoplasmatica, presenga
de congestdo vascular, tudo isto foi entendido como
provocado, provavelmente, pela droga em sua(s) dose(s)
de aplicagio.

Resultados

Nos figados maternos, notamos que os Grupos
Contr e Exp20 apresentaram padroes de normalidade.
Foram visualizados facilmente 16bulos hepdticos,
espagos porta e veias hepdticas bem delineadas. Os
hepatécitos formavam corddes confluentes para a
veia centro-lobular. Entre os corddes, observavam-
se sinus6ides hepdticos com ntcleos arredondados e
volumosos, geralmente eucromadticos. Ja no Grupo
Exp60, que recebeu 60 mg/kg de peso corporal
de Ritonavir, o figado apresentou alteragdes mor-
folégicas, tais como: congestdo vascular e alguns
hepatécitos com ntcleos picnéticos (Figura 1).




Andlise morfolégica dos figados e rins no binbmio materno-fetal apés tratamento de ratas prenhes com Ritonavir durante toda a prenhez

Este quadro morfolégico estd acentuado no Grupo
Exp180 (180 mg/kg), no qual se observa grave
congestdo vascular, palidez celular e numerosos
hepatécitos com nucleos picnéticos (Figura 2).
O quadro detectado em Exp60 e Exp180 esteve pre-
sente na quase totalidade das laminas desses grupos,
evidenciando altera¢do abrangente e significativa.

Quanto aos figados fetais, morfologicamente nao
foram observadas quaisquer altera¢bes perceptiveis a
microscopia de luz em nenhum dos grupos estudados.
Observaram-se nicleos de hepatdcitos bem evidentes,
células da linhagem eritrocitdria em diferentes fases
do desenvolvimento e megacari6citos. Nao se evi-
denciaram os limites dos 16bulos hepdticos, padrdo
compativel com a normalidade morfolégica nessa etapa
do desenvolvimento da cria.

A morfologia dos rins maternos apresentou-se
muito semelhante nos Grupos Contr e Exp20, nos
quais notamos corpusculos renais e tibulos contorcidos
proximais e distais dentro dos padrdes da normalidade.
No entanto, no Grupo Exp60, houve nitida dilatacio
dos vasos sangiiineos peritubulares. No Grupo Exp180,
por sua vez, houve acentuada dilatagio vascular ao re-
dor dos ttbulos contorcidos, e identificamos nticleos
intensamente corados (heterocromadticos) e citoplasma
eosinofilico (Figura 3).

O aspecto morfolégico dos rins fetais mostrou-
se semelhante em todos os grupos estudados, tanto
no cortex quanto na medula, sem sinais de alteragdo
celular. Observaram-se glomérulos, tdbulos contorci-
dos (na cortical), e ductos coletores e algas de Henle
(na medular) tipicos.

Discussao

O Ritonavir é um sal do dcido paratoluenossulf6-
nico, com ampla distribui¢io tecidual, metabolizado
pelo figado e por ele excretado, embora uma pequena
quantidade, inferior a 5%, seja eliminada pelos rins'’.
E um inibidor de protease viral com especificidade
para o virus HIV 1, utilizado com freqiiéncia nos
esquemas de anti-retrovirais combinados para ges-
tantes contaminadas.

Com rela¢do a a¢do do Ritonavir em animais,
em estudo prévio utilizando as mesmas doses aqui
empregadas, notamos que a taxa de mortalidade
materna e fetal era significativamente maior nas
ratas que receberam 60 e 180 mg/kg de peso cor-
poral (2/10 e 4/10 mortes maternas, respectiva-
mente)'’. Por outro lado, ndo observamos nenhuma
altera¢@o nos fetos, presumindo que esta protec¢do
possa ser devida a ac¢do protetora da glicoproteina

P, presente na placenta. Deve ser mencionado que
ja se demonstrou que apenas quantidades irrisé-
rias de Ritonavir atravessam a barreira placentdria
em humanos'?,

A dose de Ritonavir administrada no Grupo
Exp20 foi proporcionalmente semelhante a reco-
mendada para uso terapéutico em humanos, isto é,
20 mg/kg de peso corporal por dia'>. Os Grupos
Exp60 e Exp180 foram tratados com doses trés e
nove vezes superiores a dose menor, porque o me-
tabolismo hepdtico da rata estima-se ser trés vezes
mais eficiente do que aquele encontrado em humanos
e também porque a depuracdo renal desses animais
¢ duas vezes mais eficiente.

Com relagdo aos resultados, no Grupo Contr ndo
se observaram quaisquer alteracbes morfolégicas a
microscopia de luz nos figados e rins tanto das ratas
quanto de suas crias. N@o se registraram também
alteracdes morfoldgicas nos figados maternos e fetais
do Grupo Exp20. No tocante ao figado, observa-se
uma discorddncia entre nossos achados e os apresen-
tados por outros pesquisadores''®, Segundo estes
autores, doses acima de 60% da dose terapéutica,
isto é, maiores que 12 mg/kg de peso corpéreo,
aproximadamente, estdo relacionadas a toxicidade
hepdtica em ratas. Efetivamente, o Grupo Exp20
recebeu o equivalente a 20 mg/kg de peso corpéreo
e ndo se observou nenhum efeito hepatotéxico.

J4 no Grupo Exp60, nos figados maternos, ob-
servaram-se importantes alteracdes morfoldgicas, tais
como congestdo vascular e alguns sinais indicativos de
necrose, como hepatécitos com nucleos irregulares e
hipercromadticos, provavelmente decorrentes de efeito
téxico do Ritonavir. Neste grupo, administrou-se a
concentragdo equivalente a trés vezes a dose terapéu-
tica, o que per se pode explicar a toxicidade celular, ou

Figura 3 - Fofomicrografia de lamina de rim de rafa do Grupo Exp180
na qual se podem observar dreas francamente eosinofilicas com nicleos
heterocromdticos (setas| e congestdo vascular (*]. H.E. 320x.
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seja, alta dose do fairmaco. Nos rins maternos deste
mesmo grupo detectamos apenas vasos sangiiineos
discretamente dilatados.

No Grupo Exp180 (180 mg/kg de Ritonavir),
nos figados maternos evidenciaram-se visceras
muito comprometidas, provavelmente pelo efeito
téxico do fdrmaco, fato este também registrado em
outras pesquisas'’. A dose, neste caso, foi nove vezes
a terapéutica, 0 que permite interpretar como um
efeito dose-dependente, pois as altera¢des morfolo-
gicas foram muito mais intensas: houve uma con-
gestdo vascular muito mais expressiva e nUMerosos
nicleos picnéticos. Deve-se ter também em mente
que, talvez, as doses pudessem ter até um efeito
deletério maior, pois é fato bem estabelecido que a
metaboliza¢do hepdtica das ratas € trés vezes mais
rdpida que a do ser humano e a depuracdo renal é
duas vezes maior.

J4 nos rins maternos do Exp180, verificaram-se
alteracGes acentuadas, em especial intensa vasodila-
tacdo ao redor dos tibulos proximais, apresentando
células com ntcleos intensamente corados e citoplasma
eosinéfilo (Figura 3). Estes efeitos provavelmente
vinculam-se ao fato de ser o figado um 6rgao alvo da
concentragao preferencial do Ritonavir e de ser esta
droga de metabolismo e eliminacdo hepdticos, restan-
do apenas menos de 5% do fairmaco para eliminagdo
renal'>'®. Esse comprometimento dos rins maternos,
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