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- Aristoteles -

“De tudo, ficaram trés coisas:
a certeza de que estava sempre comec¢ando,
a certeza de que era preciso continuar
e a certeza de que seria interrompido antes de terminar.
Fazer da interrupc¢io um caminho novo.
Fazer da queda um passo de dan¢a, do medo uma escada,
do sonho uma ponte, da procura um encontro.”

- Fernando Sabino -

iii



Ao meu esposo, Giuliano Menezes
Campos, meu grande amor, por existir,
dando sentido a minha vida, sempre
presente com seu amor, companheirismo,
compreensio, apoio e dedicacio.

v



Aos meus pais, Oscar Costa de Castro e
Odessa Bonavides de Castro, pelo que sou
hoje, por seus ensinamento, amor e
dedicacdo a mim conferidos.



AGRADECIMENTOS

Eu gostaria de agradecer a Deus, sobretudo, pelo dom da vida, por ter me

concedido fé, saude, forga, perseveranca, e entendimento para realizar esse
trabalho.

Gostaria de agradecer ao Prof. Doutor Manoel Odorico de Moraes,
professor orientador desse projeto, pelos constantes ensinamentos, apoio, e
confianga em meu trabalho. Por seu exemplo como mestre e pesquisador, desde a
graduagdo, que despertaram em mim o gosto pelo ensino e a pesquisa do céncer.
Gostaria de agradecer ainda, por ter se tornado além de mestre um amigo,

sempre compreensivo.

Ao Prof. Doutor Ronaldo de Albuquerque Ribeiro, por ter aceito
integrar essa banca, por seus ensinamentos ao longo da graduacfio e durante o
curso de Mestrado, sempre presente com seu espirito cientifico critico, que me

ajudaram a enriquecer este trabalho.

Ao Diretor da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Cear3,
Prof. Doutor Henry de Holanda Campos, por ter aceito integrar esta banca,
por seu exemplo de médico e mestre, bem como pela sua disponibilidade em

prestar auxilio no desenvolvimento desse trabalho.

A Prof. Silvia Magalhées, pela disponibilidade e imensa ajuda prestada

ao realizar os hemogramas dos animais.

Ao Prof. Luiz Gonzaga Porto, pelo exemplo de dedicago ao estudo e
preven¢do no combate ao cancer, bem como por ter me incentivado ao estudo da

oncologia, sempre acreditando em meu trabalho.

vi



Aos colegas Filadelfo Rodrigues Filho, Francisco Helder Cavalcante
Félix e Débora Santos Bruno, uma grande amiga, pela importante participagio

que tiveram no inicio desse projeto, quando ainda éramos estudantes de iniciago

a pesquisa.

A estudante de medicina Renata Amaral de Moraes, pelo
profissionalismo que sempre demostrou ao longo deste trabalho. Pela grande

amiga que se tornou, sempre ajudando-me nos momentos mais dificeis.

Aos estudantes de medicina Cristina Sampaio do Vale e Marcia Maciel,
Karennine, Mayko ¢ a colega Danielle de Menezes Ferreira, por terem me

ajudado no desenvolvimento desse trabalho.

Ao colega Prof. Paulo Ferdinando de Melo Oliveira, pelos comentarios
sempre enriquecedores em relagdo a este trabalho e 4 colega Diane Isabele

Magno Cavalcante, pela ajuda na realizag8o das microfotografias.

A todos os professores do Departamento de Fisiologia e Farmacologia

da Universidade Federal do Ceara.

Aos amigos do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da

Universidade Federal do Ceara.

A Silvana, técnica do Laboratério de Oncologia Experimental, por seu
trabalho e profissionalismo que tanto me ajudaram no desenvolvimento desse

projeto.

As secretarias Silvia, Marta, Aura, Maria Thereza e Flavia, pela

presteza com que sempre me atenderam quando necessario.

vii



Aos colegas Filadelfo Rodrigues Filho, Francisco Helder Cavalcante
Félix e Débora Santes Bruno, uma grande amiga, pela importante participag&io

que tiveram no inicio desse projeto, quando ainda éramos estudantes de iniciagéo

a pesquisa.

A estudante de medicina Renata Amaral de Moraes, pelo
profissionalismo que sempre demostrou ao longo deste trabalho. Pela grande

amiga que se tornou, sempre ajudando-me nos momentos mais dificeis.

Aos estudantes de medicina Cristina Sampaio do Vale e Marcia Maciel,
Karennine, Mayko ¢ i colega Danielle de Menezes Ferreira, por terem me

ajudado no desenvolvimento desse trabalho.

Ao colega Prof. Paulo Ferdinando de Melo Oliveira, pelos comentarios
sempre enriquecedores em relagdo a este trabalho e 4 colega Diane Isabele

Magno Cavalcante, pela ajuda na realizagfo das microfotografias.

A todos os professores do Departamento de Fisiologia e Farmacologia

da Universidade Federal do Ceara.

Aos amigos do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da

Universidade Federal do Ceara.

A Silvana, técnica do Laboratério de Oncologia Experimental, por seu

trabalho e profissionalismo que tanto me ajudaram no desenvolvimento desse

projeto.

As secretarias Silvia, Marta, Aura, Maria Thereza e Flavia, pela

presteza com que sempre me atenderam quando necessario.

vii



Aos meus irmdo Marcelo e Fibio Bonavides de Castro, pelo apoio

prestado.

Ao Laboratério Luis Pasteur, onde foi feito uma parte desse trabalho.

A ABTO (Associaciio Brasileira de Transplante de Orgios), pela

disponibilidade com que atendeu aos pedidos de consulta cientifica.

Ao GEON (Grupo de Estudo em Oncologia) e ICC (Instituto do

Cancer do Ceard), pelas ligdes ali aprendidas e apoio no estudo do céncer.

A minha av6, Aldaisa Viana Bonavides, por seu exemplo de vida e seu

apoio sempre demonstrado.

A memoria de meu av6, Annibal Fernandes Bonavides, pelo exemplo de

vida, pelo humanista que foi, vindo a falecer prematuramente de cincer.
A carinhosa lembranga de Germana Amaral de Moraes.
Ao CNPq (Conselho Nacional de Pesquisa) e 3 FUNCAP (Fundacio

Cearense de Amparo a Pesquisa), pela confian¢a depositada em mim, a fim de

que levasse adiante este trabalho.

A todos aqueles que direta ou indiretamente contribuiram com este

trabalho e ndo foram aqui nominados, os meus sinceros agradecimentos.

viii



RESUMO

Avaliacio da Interferéncia de Imunossupressores no Desenvolvimento de
Metastases em Ratos Inoculados com um Fibro-Histiocitoma Maligno de
Baixo Indice Metastatico.- PATRICIA BONAVIDES DE CASTRO CAMPOS.
Dissertagdo apresentada ao Curso de Pos-Graduagdo em Farmacologia do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara
como pré-requisito para obtengdo do titulo de Mestre em Farmacologia.
Fortaleza. 2000. Orientador: Manoel Odorico de Moraes.

As metéstases constituem a principal causa de falha no tratamento
oncolégico. S3o tumores secundarios que crescem a partir de populagdes
celulares heterogéneas, oriundas de um tumor priméario maligno, o que
possivelmente acontece quando essas populagdes escapam da vigildncia
imunolbgica. A participag@io do sistema imune, em tumores imunogénicos, €
fundamental para a manuteng8o da baixa agressividade. A Ciclosporina (CS) € o
protétipo de uma geragdo de imunossupressores utilizada em doengas
autoimunes e transplantes de 6rgdos, e que atua inibindo a fungéo dos linfécitos
T-auxiliares. O presente trabalho objetivou avaliar as possiveis influéncias da
imunossupressdo induzida pela CS, no desenvolvimento de metéstases a partir de
um tumor de rato de baixo indice metastatico (fibro-histiocitoma T.E.G.S. 2047),
inoculado via s.c. (suspensdo de 10° células/rato), comparando-a com drogas
imunossupressoras  tradicionais, inespecificas: = Azatioprina (AZA) e
Metilprednisolona (MP) e com uma droga nova, o Micofenolato Mofetil (MMF).
O MMF inibe especificamente a proliferagdo de linfécitos, e a glicosilagédo de
proteinas envolvidas na adesfio de linfocitos e mondcitos ao endotélio vascular.
O estudo foi realizado em ratos Wistar entre 4 ¢ 6 semanas de idade. Nossos
resultados mostraram que, nos animais tratados com CS (10 mg/Kg/dia) o indice
de metastase pulmonar do tumor T.E.G.S. aumentou significativamente de 0%
em nossos controles (animais com tumor que nfo receberam imunossupressores),
para 72,72% (p<0,01). Esse aumento foi também significativo em relagdo a AZA
e MP (p<0,01). A CS levou a um aumento do volume tumoral em comparagéo ao
grupo controle e demais grupos estudados. Os animais tratados com AZA (4
mg/Kg/dia) e MP (1 mg/Kg/dia) tiveram um aumento de metstases significativo
em relagdo ao controle (p<0,05), respectivamente 43,75% e 50%. O MMF (20
mg/Kg/dia), entretanto, nfio causou o desenvolvimento de metastases em nosso
modelo experimental, possivelmente por seu efeito ao nivel de moléculas de
adesdo. Em relagdo ao hemograma observou-se uma linfopenia nos animais
tratados com CS e MP, e uma linfocitose e neutrofilia nos tratados com MMF.
Nosso trabalho sugere uma ativa participagdo das drogas utilizadas no esquema
classico de imunossupressdo (CS/ AZA/ MP), principalmente da CS na inibi¢éo
dos mecanismos envolvidos na vigildncia imunolégica do tumor T.E.G.S. 2047.
Os resultados com MMF podem sugerir ainda, que um possivel bloqueio ao nivel
de moléculas de adesfio, poderia bloquear em uma outra etapa, a cascata
metastatica.
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ABSTRACT

Evaluation of the Influence of Immunosuppressive Drugs in the
Development of Metastasis in Rats inoculated with a Low Metastatic
Malignant Fibrous-Histiocytoma. - PATRICIA BONAVIDES DE CASTRO
CAMPOS. Paper presented to the Course of Post-graduation in Pharmacology of
the Federal University of Ceara as a prerequisite for the gain of the Master title’s
in Pharmacology, Fortaleza, 2000. Professor: Manoel Odorico de Moraes.

Metastasis is responsible for death in the majority of cancer patients.
Metastases are secondary tumors that grow out from heterogenous populations of
primary malignant tumors, which possibly occurs when these cellular
populations escape from the immunologic surveillance and colonise at distant
sites. The participation of the immune system is important in immunogenic
tumors to reduce malignancy. Cyclosporine (CS) is a prototype of a generation
of immunosuppressive drugs widely used in organ transplantation and
autoimmune disease. CS acts by inhibiting the function of T helper cells. The
subject of this work was to determine the influence of CS in the development of
metastasis from a low metastatic tumor (fibrous histiocytoma T.E.G.S. 2047),
inoculated s.c. (suspension of 10° cells/rat). Comparison was made with other
traditional immunosuppressant drugs: Azathioprin (AZA), methylprednisolone
(MP), and with a new drug, Mycophenolate mofetil or CellCept (MMF). The
latter is a pro drug of mycophenolic acid, and inhibits specifically lymphocyte
proliferation, and blocks the glycosylation of proteins involved in the
intercellular adhesion of lymphocytes and monocytes to endothelial cells. The
study was performed on Wistar rats, 4-6 weeks old. Our results showed that in
the animals treated with CS (10 mg/Kg/day) the incidence of lung metastasis
increased from 0% in our control groups (animals with tumors and without
immunosuppressor treatment), to 72,72% (p<0,01). This value was significantly
higher with respect to AZA or MP (p<0,01). CS also increased the tumor volume
of the primary tumors with respect to the other groups. The animals treated with
AZA (4 mg/Kg/day) and MP (1 mg/Kg/day) showed a significat increase in the
incidence of lung metastasis (p<0,05), 43,75% and 50%, respectively. With
respect to MMF it did not cause any metastasis in our model, probably due to its
effect on adhesion molecules. Hematological studies showed ymphopenia in the
animals treated with CS and MP, and a lymphocytosis and neutrophilia in the
ones treated with MMF. Our findings suggest the active participation of the
drugs used in the classic immunosuppressive scheme (CS/ AZA/ MP), mainly
CS in the inhibition of mechanisms involved in the immunologic surveillance of
this tumor. Our results with MMF may suggest a possible blockade at the level
of adhesion molecules, could block another step in the metastatic cascade, the
adhesion of metastatic cells to the endothelium.
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INTRODUCAO
1. Relevancia do Trabalho

As metastases (ou tumores secundérios) constituem a principal causa de
falha no tratamento oncol6gico, marcando o limite entre a possibilidade ou ndo de
cura dos tumores malignos (Weiss, 1977; Fidler et al., 1978; Nicolson, 1984). A
maioria das mortes por cincer € causada por tumores secundirios resistentes i
terapia (Fidler & Hart, 1982; Fidler & Poste, 1985; Fidler & Balch, 1987). Sabe-
se que, por ocasido do diagnéstico de um tumor sélido, cerca de 30% dos
pacientes ja se apresentam com metastases clinicamente detectiveis, sendo
considerados em sua maior parte como incuraveis (Liotta & Stetler-Stevenson,
1985). Entre os 70% restantes, ditos “livres” de tumores secundrios, 35%
possuem micrometastases, ou seja, implantes microscépicos considerados de
impossivel deteccdo pelos métodos de imagem disponiveis na atualidade

(Venegas & Fleck, 1992).

Uma vez que os processos imunolégicos envolvidos na rejeigio de
transplantes séo semelhantes 4 imunologia antitumoral (Abbas et al., 1984a; Roitt,
et al., 1992a; Herberman, 1995), tem sido observado, na pratica clinica, que
pacientes transplantados recebendo agentes imunossupressores tém mostrado uma
incidéncia aumentada de doengas linfoproliferativas ou outros tumores (Penn &
Starzl, 1993). A incidéncia de tumores seria cerca de 25 vezes maior nos
receptores de transplante do que na populagdo em geral (Fraumeni & Hoover,
1977). Azatioprina associada ao corticosterdide constituiu o esquema cléssico de
imunossupressdo para transplantes de 6rgdos permitindo um grau de sucesso
razoavel. A sobrevida a longo prazo, contudo, estva longe da ideal (Marino &

Doyle, 1994). A Ciclosporina teve seu inicio de utiliza¢do pratica nos anos 80,



sendo a responsavel pela disseminagdo dos transplantes de 6rgéos como terapia
corrente em nosso mundo (Kahan, 1989). Os primeiros resultados, entretanto, de
tumores ocorrendo de novo em pacientes transplantados renais, tratados com
Ciclosporina, datam de 1987. Essas neoplasias pareciam diferir daquelas descritas
ap0s terapia imunossupressora convencional com Azatioprina e corticosterdides,
com uma maior incidéncia e menor tempo de surgimento de tumores (Penn, 1987).
Villardel e colaboradores (1992) observaram o surgimento de novo de 31 casos de
malignidade entre 949 pacientes que receberam transplante renal. Em 1987, Penn
(1987) relatou o desenvolvimento de malignidades em 141 pacientes receptores
de transplante de 6rgéos tratados com Ciclosporina, a partir de dados enviados ao
centro Cincinnati Transplant Registry, em Ohio. Nakamoto e colaboradores
(1994) descreveram, em 1994, um caso de carcinoma de células renais com
metastases Osseas surgido em um rim nativo de paciente que havia sido submetido
a um transplante renal de doador vivo, tendo sido imunossuprimido com
Ciclosporina, Azatioprina e Prednisolona. O Micofenolato Mofetil (CellCept), por
sua vez, ¢ uma droga nova que tem mostrado resultados promissores em terapias
de resgate em rejeigles refratarias, sendo usada principalmente em substitui¢do a
Azatioprina em casos de intolerdncia & mesma, n3o tendo ainda evidéncias
clinicas de desenvolvimento de neoplasias (van Gelder et al., 1997; Noronha et

al., 1997; Barbuto et al., 1998).

Com base nessas evidéncias clinicas, tornou-se relevante observar
experimentalmente se a Ciclosporina, bem como as outras drogas supracitadas,
isoladamente, levavam ao desenvolvimento de metdstases em um modelo de

tumor de rato de baixo indice metastatico.



2. Metastases

Metastases sdo tumores secundarios que crescem em sitios distantes, a
partir de células originirias de um tumor primério maligno constituido de
populagdes celulares heterogéneas. Constituem, assim, lesdes cancerosas que no
mantém contigiiidade com o tumor priméario. A capacidade de metastatizagdo &
caracteristica das neoplasias malignas que, por sua invasividade local, penetram
nos vasos linfiticos, sangiiineos e cavidades corporais, criando assim

oportunidade para sua disseminag&o (Venegas & Fleck, 1992).
2.1 Heterogeneidade tumoral

O maior obstaculo na erradicagdo das metastases é o fato das células
cancerosas serem biologicamente heterogéneas no tumor primédrio e
principalmente, nos tumores secundarios. Estudos em camundongos tém revelado
que embora milhdes de células tumorais sejam langadas na circulagéo a cada dia,
apenas poucas metastases sdo produzidas (Fidler, 1970). A base para a aparente
ineficiéncia desse processo ¢ a heterogeneidade das células tumorais em relagfo
ao potencial metastitico, de modo que apenas poucos subclones possuem a
combinagdo correta de produtos génicos para completar todos os passos no
processo de metastatizagdo (Cotran et al., 1994). Segundo a hipétese genética do
cancer, a maioria dos tumores é monoclonal em sua origem, resultando da
expansio clonal de uma tnica célula progenitora que incorreu em dano genético
(Fialkow, 1979; Hart & Fidler, 1981; Killion & Fidler, 1989; Cotran et al., 1994).
Os tumores, entretanto, ao se tornarem clinicamente evidentes, sdo constituidos de
células extremamente heterogéneas, uma vez que, durante o processo de
progressdo tumoral, ocorrem multiplas mutagdes que se acumulam de maneira

independente nas diferentes células (Hart & Fidler, 1981; Cotran et al.,



1994). Surgem, entéo, subpopulagdes celulares que diferem no que diz respeito a
vérios atributos fenotipicos, tais como: invasividade, velocidade de crescimento,
capacidade metastética, alteragdes cariotipicas, responsividade hormonal,
suscetibilidade a drogas antineoplasicas, antigenicidade e imunogenicidade
(Fidler, 1978; Poste & Fidler, 1980; Hart & Fidler, 1981; Killion & Fidler, 1989;
Cotran et al., 1994).

2.2 Angiogénese

O suporte inicial de nutrientes para uma célula em expansio pode ser
obtido através de difusdo simples. Uma vez que a massa tumoral tenha excedido
um certo tamanho, o processo de difusdo, entretanto, ndo vai mais ser capaz de
prover nutrientes para o cerne, o qual vai tornar-se rapidamente necrético
(Folkman, 1974). A formag&o de uma massa tumoral maior que 2 mm de didmetro
deve ser seguida de um processo de neoangiogénese, ou a formagio de novos
capilares sangiiineos (Folkman, 1985; Folkman et al, 1989). As células tumorais,
entretanto, devem produzir seus proprios fatores angiogénicos ou induzir células
do hospedeiro a produzi-los (Folkman & Klagsburn, 1987). Tal processo de
neoformagdo vascular, além de prover um suporte nutricional para o crescimento
das células tumorais, é um passo critico para a disseminacio metastatica
(Macchiarini et al., 1992; Cotran et al., 1994). Uma caracteristica desses vasos
neoformados, importante para o processo de metastatizagdo, é que eles sdo

defeituosos e facilmente invadidos pelas células (Folkman, 1985).



3. A Cascata Metastatica

O processo de metastatizagdo envolve uma série de passos complexos
que devem ser cumpridos pelas células tumorais, para que as mesmas possam
crescer formando tumores secundérios em sitios distantes. Ao conjunto dessas
etapas podemos chamar de “cascata metastatica” (Venegas & Fleck, 1992), a qual
envolve numerosas associagdes entre a célula tumoral e a célula do hospedeiro,
bem como entre a célula tumoral e a matriz extracelular (Fidler & Hart, 1982;
Liotta et al., 1983; MacDonald & Steeg, 1993). A cascata metastatica inclui a
invasdo local pelas células do tumor primario, penetragdo na circulagdo préxima
ao tumor, embolizagdo com células sangiiineas, extravasamento e ancoragem ao

érgéo-alvo (Liotta, 1986), como mostrado na figura 01.

A proliferagdo descontrolada das células neoplasicas no processo de
progressdo tumoral leva ao aumento do volume tumoral até que, em um
determinado momento, ele passa da condi¢éo de neoplasia in situ para neoplasia
invasora (Venegas & Fleck, 1992). Essa transi¢do ¢ definida pela habilidade das
células tumorais de invadir tecidos locais e cruzar barreiras teciduais (Stracke &

Liotta, 1995).

3.1 Deslocamento das Células da Massa Tumoral e o Papel das Caderinas

A cascata metastatica tem inicio com o deslocamento de células da massa
tumoral de origem. Essa separag@io implica na quebra da adesfo intercelular
normal responsdvel pela manutencdo da integridade tecidual. As moléculas
responsaveis por essa adesdo sfo as caderinas. Elas sdo glicoproteinas de
superficie de membrana capazes de mediar a adesdo homotipica célula-célula,

dependente de calcio (Hart & Saini, 1992; Liotta, 1992; Buck, 1995; Stracke
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& Liotta, 1995; Hart, 1996). Os trés principais membros dessa familia sfo: E-
caderina (E de células epiteliais), N-caderina (N de tecido neural e muscular) e P-
caderina (P de placenta), nomeados de acordo com o tipo celular e tecido dos
quais foram inicialmente isolados (Herrenknecht, 1996). Anélises clinicas de
espécimes de tumores (carcinomas) humanos tém mostrado uma correlagdo
inversa entre a expressdo de E-caderinas e o estigio de progressdo tumoral, sendo
a perda de sua fungfio diretamente associada a invasio tumoral e metastase

(Takeichi, 1991; Hart, 1996; Menger & Vollmar, 1996).
3.2 Invasio da Matriz Extracelular (MEC)

O proximo passo seria a invasdo da MEC pelas células malignas. Segundo
Liotta e colaboradores (1988), o processo de invasdio das células neoplasicas
ocorre conforme a Teoria dos Trés Passos: (1) adesio & matriz extracelular

(MEC); (2) dissolugdo da MEC e (3) locomogao e migragéo.

A capacidade de invasdo e migragdo das células tumorais é controlada por
mudangas nas interagdes célula-célula e célula-matriz (Hart, 1996). As células
invasoras devem expressar um nimero adequado de receptores para componentes
da MEC (colageno, laminina, fibronectina e vitronectina). Tais receptores fazem
parte de uma familia de glicoproteinas de superficie de membrana denominados
integrinas, que s@o heterodimeros constituidos de uma subunidade o ligada de
maneira ndo covalente a uma subunidade B. Elas sfo requeridas para a interagdo
da célula com a membrana basal e uma posterior migragdo através do intersticio
(Hynes, 1987; Hynes, 1992; Buck, 1995; Stracke & Liotta, 1995). A expressdo de
integrinas nas células tumorais estd sujeita a regulagfo, respondendo a citocinas

como o TGF-B (Heino & Massague, 1989; Buck, 1995).



Apos a ligacdo aos elementos da MEC, deve haver uma degradagdo
enzimatica ativa de seus componentes (estroma e membrana basal endotelial),
permitindo a migragdo da célula (Contran et al., 1994). Ocorre um processo
ciclico de ligagdo aos componentes da MEC e subsequente liberagio de enzimas
proteoliticas, de forma direcionada e controlada (Liotta, 1986; Stracke & Liotta,
1995). Ha trés classes de proteases identificadas: serinas, cisteinas e
metaloproteinases (representada pelas colagenases) (Contran et al., 1994). As
células tumorais, além de secretarem enzimas proteoliticas, induzem células do
hospedeiro (ex.: fibroblastos e macréfagos infiltrantes) a fazé-lo. As células
metastaticas mostram uma preferéncia de ligagdo ao colageno tipo IV. A lise
enzimatica gera, ainda, fragSes de coldgenos e de outros componentes da MEC
que sdo estimuladores da angiogénese, construindo assim um ambiente favorivel
a manutengdo da viabilidade celular e facilitador da progressio tumoral. A
migragdo celular €, dessa maneira, um pré-requisito béasico em varios estigios da
invasdo tecidual, como no destacamento da célula a partir do tumor primério, sua
infiltragdo nos tecidos vizinhos e nos processo de intra e extravasamento vascular
(Venegas & Fleck, 1992). Ela parece estar relacionada a produgéo de citocinas e
de alguns fatores de crescimento pelas células neoplésicas (fatores de motilidade
autdcrinos) (Cotran et al., 1994), dependendo ainda da atividade quimiotatica dos
proprios produtos de degradagdo da matriz (fatores de motilidade pardcrinos)
(Liotta, 1992; Stracke & Liotta, 1995). A figura 02 mostra a representacio

esquemdtica da invasdo da MEC pelas células tumorais.
3.3 Circulacéiio Sangiiinea
As células ganham acesso a circulagdo sangiiinea apds atravessar a

membrana basal e o intersticio, penetrando nos vasos sangiiineos, onde tendem a

formar émbolos tumorais. Os émbolos sdo agregados de células circulantes
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mantidos por interagdes homotipicas entre as células tumorais (mediadas por
caderinas) e por interagdes heterotipicas com outras células, principalmente
plaquetas (McCormic & Zetter, 1992). Uma vez na circulagfio, as células tumorais
sdo particularmente vulneraveis a destrui¢do pelas defesas imunes naturais e
adaptativas do hospedeiro, bem como as condi¢des hidrodinidmicas desfavoraveis.
Os émbolos tumorais parecem aumentar a sobrevivéncia das células na circulaggo,
funcionando como uma “mascara” para o sistema imunolégico, além de facilitar

sua implantagdo nos capilares sangiiineos (Liotta & Stetler-Stevenson, 1985;
Cotran et al., 1994).

O extravasamento das células tumorais em sitios distantes envolve a adesio
ao endotélio do 6rgdo-alvo, através de ligantes especificos nas células endoteliais
e de receptores nas células tumorais. As células tumorais causam entdio uma
retracdo das células endoteliais expondo a membrana basal, e aderindo
posteriormente & MEC (Zetter, 1990; McCormic & Zetter, 1992; Hart & Saini,
1992). A infiltragdo do tecido alvo pelas células tumorais envolve exatamente o
mesmo processo de lise de membrana basal e tecido conjuntivo intersticial j&

descrito acima (Liotta, 1986).
3.4 Disseminaciio Vascular e Escolha dos Orgios-Alvo

Historicamente, h4 duas teorias para explicar a sitio especificidade durante
a disseminagdo hematogénica das células tumorais. A primeira, a hip6tese “da
semente ¢ do solo”, proposta por Paget em 1889 (Paget, apud Buck, 1995),
explicava a tendéncia de certos tumores em metastatizar para determinados sitios
especificos. Segundo Paget, esses tecidos-alvo teriam a capacidade de prover o
alojamento e crescimento das células derivadas desse tumor. Quarenta anos apds,

James Ewing (Ewing, apud Buck, 1995) recusou tal teoria, argumentando que,
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embora certos tumores parecessem colonizar determinados 6rgdios em especial, tal
fato poderia ser atribuido as rotas da vascularizagio sangiiinea que drenariam o
tumor primério. O primeiro 6rgéo encontrado pelas células tumorais seria o
principal sitio de parada e o de maior nimero de col6nias metastaticas. Ewing
atribuia a grande incidéncia de metastases pulmonares ao fato deste ser o primeiro
sitio encontrado pela maioria das células tumorais apés elas serem espathadas na
circulagdo venosa. A hipétese de Ewing ficou conhecida como teoria mecanica da
disseminagio metastética (Zetter, 1990). Apés sessenta anos de observagdes e
experimentos, sabe-se hoje que ambas as teorias estdio parcialmente corretas.
Certos Orgéos como coragdo, pele e musculo esquelético, como Paget havia
notado, sdo raramente locais de metastases, apesar do amplo fluxo sangiiineo
(Zetter, 1990). Alguns tumores, por outro lado, podem colonizar vérios sitios,
sendo que o primeiro érgdo encontrado, ou o de maior fluxo sangiiineo, vai ser o
local mais comum de formagdo de col6nias, como o figado, por exemplo, ou os
linfonodos proximais de drenagem (Buck, 1995). Sabe-se, no entanto, que o
crescimento nesses sitios depende de uma MEC apropriada, bem como da
liberagdo de citocinas e fatores angiogénicos oriundos da matriz circulante
(Klagsbrun, 1991), como proposto na hipétese da semente e do solo. Outros
tumores sdo mais seletivos, passando por Orgdos proximais e colonizando
somente Orgdos especificos distais (Sugarbaker, 1981; Zetter, 1990). O carcinoma
de préstata, por exemplo, metastatiza preferencialmente para o 0sso, o carcinoma
broncogénico, para o cérebro e adrenais, o neuroblastoma, para figado e osso e o
carcinoma de células renais, para a tiredide (Cotran et al., 1994). Sitios
especificos parecem ser escolhidos pelas células tumorais  circulantes,
demonstrando um processo de interagdo entre a célula tumoral e o érgio-alvo, ao
que denominamos tropismo seletivo ou sitio-especificidade (Venegas & Fleck,
1992). Em um estudo pioneiro, Kinsey (1960) transplantou 6rgios para sitios

ectopicos em camundongos singénicos € mostrou que células tumorais que
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normalmente metastatizavam para o pulmio, metastatizaram para o pulméo desses
animais bem como para o tecido pulmonar ectopicamente localizado, mas nio
para outros Orgdos. Em 1964, Greene and Harvey (1964) propuseram que essa
sitio-especificidade devia-se a uma ligagdo inicial entre a célula tumoral e
moléculas de ades@o na superficie luminal das células endoteliais. Auerbach e col.
(1987) confirmaram essa teoria em uma série de experimentos, onde células
tumorais com diferentes sitio-especificidades foram incubadas com uma cultura de
células endoteliais da microcirculagdo isoladas de diferentes érgfios murinos. As
células tumorais aderiram seletivamente as células endoteliais derivadas de seus

orgdos-alvo especificos.

3.4.1 Interaciio Célula Tumoral - Célula Endotelial

As teorias correntes sobre sitio-especificidade estio baseadas no
conhecimento atual das moléculas de adesdo. Segundo tais teorias, receptores de
adesfio expressos nas células tumorais vdo interagir com moléculas de adesdo
especificas presentes nos capilares endoteliais do érgdo-alvo (Zetter, 1990; Buck,
1995). As principais familias de moléculas de adesdio expressas pelas células
neopldsicas sdo as caderinas, as integrinas, a familia das imunoglobulinas,
selectinas e CD44 (uma molécula que nfo se enquadra em nenhum dos grupos)
(Hart, 1996). O grupo das caderinas j4 foi descrito anteriormente. As integrinas, ja
mencionadas como ligantes para componentes da MEC, podem atuar ainda como

ligantes para receptores da familia das imunoglobulinas (Hart, 1996).

3.4.1.a Superfamilia das Imunoglobulinas

As moléculas de adesdo da superfamilia das imunoglobulinas contém um

dominio tipico de imunoglobulina na sua por¢do extracelular (Hart, 1996). As
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moléculas desse grupo de maior importincia na cascata metastitica sdo as
envolvidas na adeséo da célula tumoral ao endotélio, como a VCAM-1 (Vascular-

Cellular Adhesion Molecula-1) e a ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1).

A VCAM-1 ¢ expressa na superficie luminal das células endoteliais, tendo
sua expressdo induzida por citocinas como TNF-o, IL-1 e LPS. Serve como
ligante para a integrina ouf3; (VLA-4) (Osborn et al., 1989; Hart, 1996; McCormic
& Zetter, 1992). A integrina VLA-4 (“very late antigen-4") é expressa em varios
tipos de células tumorais, incluindo rabdomiossarcoma, neuroblastoma,
melanoma, bem como em células neoplasicas linféides (Hart, 1996). A VCAM-1
também esta envolvida na adesdo de linfocitos, mondcitos, eosindfilos, baséfilos e
células EN (Exterminadoras Naturais) ao endotélio vascular através das integrinas
a4P1 € ayB; (Menger & Vollmar, 1996). Hart e colaboradores (1991) sugeriram,
entdo, que as células tumorais circulantes poderiam preparar o leito vascular do
Orgdo-alvo para a adesdo, através de citocinas que induziriam a expressio de

moléculas de adesdo no endotélio.

A molécula ICAM-1 é expressa em células endoteliais, bem como em uma
variedade de outros tipos celulares, como nas células hematopoiéticas (Springer,
1990; Menger & Vollmar, 1996). Em condi¢des normais, ela estd presente em
baixos niveis na célula endotelial, sendo sua expressio dramaticamente
aumentada ap0s estimulagdo por IL-1, TNF-o, IFN-y, IL-6 e endotoxina (LPS)
(McCormic & Zetter, 1992; Menger & Vollmar, 1996). A ICAM-1 funciona
como um ligante para a integrina al/B2 (LFA-1 ou “lymphocyte-functionig
antigen”) expressa nos linfécitos e em tumores, e para CD11b ¢ CDllc nos

neutrofilos (Marlin & Springer, 1987; McCormic & Zetter, 1992).
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O papel mais importante da [CAM-1 e VCAM na cascata metastética seria
exatamente facilitar o extravasamento das células tumorais para o 6rgdo-alvo,
através de sua expressdo nas células endoteliais. Essas moléculas, entretanto, tém
sido identificadas nas proprias células tumorais. A freqiiéncia da expressdo de
ICAM-1 € baixa na maioria dos tumores, exceto nos melanomas e certos
carcinomas de células escamosas (Buck, 1995). Essa expressdo em tumores, ao
contréario da expressdo em células endoteliais, pode colocar a célula tumoral em
desvantagem, ja que os linfécitos interagem com a célula alvo via intera¢io com a

ICAM-1 expressa no tumor (Springer, 1990; Buck, 1995; Hart, 1996).
3.4.1.b Selectinas

As selectinas representam um grupo de moléculas de adesio composto
de trés membros bem caracterizados, denominados E-, P- e L-selectina,
respectivamente. Os membros da familia das selectinas tém uma estrutura em
comum, consistindo em um dominio lectinico amino terminal dependente de
calcio no qual védo se ligar os carboidratos, um outro dominio similar ao fator de
crescimento epiderme, e um terceiro relacionado a familia das proteinas

reguladoras do complemento (McCormic & Zetter, 1992; Hart, 1996).

A E-selectina (E de endotélio), referida também como ELAM-1
(“Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule”) € expressa nas células endoteliais
mediante indugdo por citocinas como IL-1, TNF, IFN-y e LPS (Hart, 1996;
McCormic & Zetter, 1992; Buck, 1995). A L-selectina (L de leucécito) €
expressa em linfocitos, neutrdfilos, macréfagos, mondcitos e células EN
(Exterminadoras Naturais). Ela € expressa constitutivamente na superficie dos
linfécitos (Springer, 1994; Buck, 1995). A P-selectina (P de plaqueta) encontra-se

armazenada nas células endoteliais e nas plaquetas. S3o expressas rapidamente
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apds estimulos por citocinas, trombina, histamina, complemento e radicais de

oxigénio (Buck, 1995; Hart, 1996).

As selectinas, através de seu dominio lectinico, ligam-se a carboidratos nas
superficies celulares, especialmente aos que contém a estrutura SLe* (“sialyl
Lewis x”) (McCormic & Zetter, 1992; Lasky, 1992; Paulson, 1994). Essa
interagdo selectina-aglicar serve para orientar os leucécitos em dire¢do ao
endotélio, tirando as células do fluxo sangiiineo e iniciando um processo
conhecido como “rolling”, onde os leucécitos “rolam” ao longo da superficie
endotelial, permitindo uma interagdo posterior mais forte das integrinas com as
moléculas de adesdo endoteliais (Buck, 1995). Certas neoplasias epiteliais, como
carcinomas de colon e pulméo, parecem expressar SLe*, que serve como ligante
para E-selectina. O nivel de expressdo de SLe* encontrado em certos tumores
parece estar correlacionado com a sua capacidade de formar metistases a
distincia (McCormic & Zetter, 1992; Hart, ‘1996). Os mecanismos de
extravasamento dos leucécitos normais para sitios inflamatérios, e de
extravasamento das células tumorais nos 6rgdos-alvo parecem ser similares. A
interagdo selectina-agiicar poderia, entfio, aproximar a célula tumoral circulante
expressando SLe™ ao endotélio capilar expressando selectinas, possibilitando que
ocorra uma ligagdo subseqiiente, mais estdvel, das integrinas tumorais com as

moléculas de adesédo endoteliais (Buck, 1995; Hart, 1996).

3.4.1.c CD44

O CD44 foi originalmente identificado como molécula envolvida no
“homing” de linfécitos, ou seja, na ligagdo de linfocitos as HEVs (“high
endothelial venules” ou vénulas endoteliais altas) e seu movimento subseqiiente

para os linfonodos . E uma glicoproteina transmembrana de 90 kDa capaz de
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ligar-se ao 4cido hialurénico (McCormic & Zetter, 1992; Buck, 1995). A
expressdo de formas variantes de CD44 em células tumorais parece estar

correlacionada com o aumento do potencial metastético de varios tumores (Buck,

1995; Hart, 1996; Gunthert et al., 1991).

A tabela 01 resume a fungdo, localizagdo e ligantes das principais
moléculas de adesdo envolvidas na cascata metastatica. A figura 03 mostra uma

representagdo esquematica do mecanismo de adesdo da célula tumoral ao epitélio

do 6rgdo-alvo.
3.5 Viabilizacio das Metastases

Uma vez no orgéo-alvo, a célula metastatica deve sobreviver em seu novo
ambiente, proliferar formando uma col6nia tumoral e escapar do controle do
sistema imunitario (Venegas & Fleck, 1992). A formag:ﬁd bem sucedida de um
implante metastatico requer que a célula tumoral encontre um micro ambiente
capaz de prover seu desenvolvimento através da produciio de fatores de
crescimento. Linhagens celulares altamente metastaticas parecem produzir os
proprios fatores de crescimento autdcrinos necessirios, com alguns deles
estimulando, também, a motilidade quimiotatica nas células tumorais (Todaro et
al., 1980; Anzano et al., 1983; Huff et al., 1986; Halaban et al., 1988; Liapi et al.,
1990; Stracke & Liotta, 1995). A viabilizagdo dessa metastase, entretanto, vai
depender, fundamentalmente, da neovascularizagdo tumoral e, uma vez adquirido
um certo tamanho, a propria metistase pode metastastizar (Hart & Fidler, 1981;
Hart & Fidler, 1980).
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Figura 03: Adesio da célula tumoral ao endotélio capilar do 6rgao-alvo através de
receptores presentes nas células tumorais e moléculas de adesio expressas pelas
células endoteliais, com posterior invasao da MEC.
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4. Imunologia Tumoral

Durante todos os estigios da “cascata metastatica” e principalmete na
circulagdo sangiiinea, as células tumorais devem interagir com as células de
defesas do organismo (Venegas & Fleck, 1992). A imunidade adaptativa, induzida
por antigenos tumorais, € semelhante aquela evocada contra transplantes,
dependente do reconhecimento de antigenos glicoprotéicos de membrana por

linfécitos T (Roitt et al., 1992 a).

Ha mais de cem anos, Wiliam Coley descreveu um caso de regressdo de
sarcoma apos o paciente apresentar um severo ataque de erisipela. Ele observou
entdo o efeito de culturas de estreptococos inativados pelo calor, injetadas em
pacientes com céncer, levando a regressdo de certos sarcomas. Conclui entdo, a
época, que alguns fatores soliveis dessa cultura seriam responsaveis pela
regressdo tumoral, os quais foram chamados de “toxinas de Coley”.
Posteriormente, na década de 40, Shear e colaboradores, estudando um dos
componentes das toxinas de Coley, obtiveram fragdes ricas em polissacarideos e
livres de proteinas, 1000 vezes mais potentes que as toxinas de Coley em induzir
hemorragia e necrose em sarcomas subcutineos em camundongos. Na década de
70, esse polissacarideo foi identificado como sendo uma endotoxina, o LPS ou
lipopolissacarideo localizado na parede de bactérias gram negativas. Foi
descoberto, entdo, que a regressdo tumoral devia-se & presenga, no soro do
camundongo estimulado com LPS, de um fator que causava necrose hemorragica
de tumores in vivo, € que tem um efeito citotdxico ou citostatico sobre células
tumorais in vitro, o qual foi denominado de Fator de Necrose Tumoral ou TNF,
sendo sua principal fonte o fagdcito mononuclear ativado por LPS (Oettgen &
Old, 1987; Browning & Dalgleish, 1996). Na década de 50, foi demonstrado pela

primeira vez a capacidade do sistema imune em rejeitar as células tumorais,
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usando-se para tal tumores induzidos quimicamente, transplantados em
camundongos singénicos (Foley 1953; Prhen & Main, 1957; Browning, 1996).
Por volta de 1960, surgiu a teoria da “vigildncia imunolégica” do cancer, segundo
a qual as células do sistema imune estariam continuamente “patrulhando” o
organismo e eliminando as células em processo de transformagio maligna
(Burnet, 1970). Esse conceito de vigildncia imunolégica foi proposto pela
primeira vez por Paul Ehrlich em 1909, tendo sido reformulado posteriormente
por MacFarlane Burnet e Lewis Thomas (Herberman, 1995). Tem sido observado
na pratica, entretanto, que a reagdo imunolégica do hospedeiro frente ao
desenvolvimento das neoplasias permite detectar tumores do tipo imunogénico e
ndo imunogénico. Tumores imunogénicos sdio aqueles cujas células expressam
determinantes que podem ser reconhecidos como estranhos pelo sistema imune, e
contra os quais pode ser montada uma resposta efetiva. Esses determinantes sio
moléculas expressas na célula tumoral sendo denominados antigenos tumorais. Os
tumores ndo imunogénicos, sdo aqueles em que o sistema imune nfo reconhece a
existéncia das células tumorais (Prehn, 1973; Abbas et al.,, 1994 a; Ville et al.,
1996). A transformagdo maligna, por outro lado, pode ser acompanhada por
alteragdes fenotipicas, incluindo a perda de componentes antigénicos na superficie
celular, em um mecanismo conhecido como “escape tumoral” (Roitt et al., 1992

b; Venegas & Fleck, 1992).

A fungdio do sistema imune no controle do desenvolvimento tumoral e
progressdo metastitica é feita principalmente pela imunidade celular, com os
linfécitos T, células exterminadoras naturais (EN), e macréfagos (Roitt et al.,
1992b; Abbas et al, 1994a; Herberman, 1995; Ville et al., 1996).
Uma observagdo histoldgica comum que sugere a imunogenicidade de alguns
tumores € a presenga de infiltrados de células mononucleares compostos de

linfécitos T, células natural kiler (NK) ou exterminadoras naturais (EN) e
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macréfagos ao redor da massa tumoral (Prhen, 1977). O prognéstico de certos
tipos de tumores, dessa maneira, encontra-se favoravelmente associado a
identificagdo histologica, no sitio tumoral, de um abundante infiltrado de células
imunes (Oliver & Nouri, 1992; Herberman, 1995; Abbas et al., 1994 a).

A imunidade tumoral mediada pelas células T tem inicio com a
apresentagdo de antigenos as células Ta (CD4"). Essa apresentacio da-se através
de células especializadas denominadas células apresentadoras de antigenos
(CAA), os quais devem encontrar-se associados a moléculas CPH II (complexo
principal de histocompatibilidade classe II). As células CAA geralmente sdo
macrofagos, podendo ainda ser uma outra célula desde que expresse CPH II. As
moléculas CPH classe I e II sdo glicoproteinas integrais de membrana. Para que
assim sejam apresentadas, as moléculas antigénicas sdo fagocitadas ou
endocitadas pela célula CAA e degradadas em pequenos peptideos nos
lisossomos. Os fragmentos peptidicos sdo entdo seletivamente associados a
moléculas classe II e o complexo transportado para a superficie celular. As células
Ta podem também ser ativadas por células tumorais. Melanomas humanos
freqiientemente expressam moléculas CPH II (Palacios, 1982; Restifo & Wang,
1996). As células CAA produzem ainda citocinas envolvidas na ativagdo dos
linfécitos, principalmente a IL-1 que vai ativar a célula Ta estimulada por
antigenos. A IL-1 ativa ainda as células exterminadoras naturais (EN) e os
macro6fagos, induzindo neste ultimo a produgdo de TNF. Apos a estimulagio pela
IL-1, as células Ta tanto expressam receptores para IL-2, como come¢am a
produzir a prépria IL-2, efetuando uma ag&o autocrina (Roitt et al., 1992c; Abbas
et al.,, 1994b; Herberman, 1995). A IL-2 ¢ a principal citocina secretada pela
célula Ta, sendo um importante fator estimulador de crescimento para linfocitos e
macrofagos (Forni & Foa, 1996). As células Ta afivadas secretam ainda outras

citocinas, como o TNF, IFN-y entre outros que, junto com a [L-2, vdo atuar
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nas populagdes celulares envolvidas na imunidade celular, como os linfocitos T
citotoxicos (Tc), macréfagos e células exterminadoras naturais (EN), além dos
linfocitos B. Inicia-se assim uma cascata de fendmenos humorais e celulares que
resultard na imunidade antitumoral (Roitt et al., 1992c; Abbas et al., 1994b). As
citocinas liberadas pelas células Ta podem ainda induzir inflamag¢fio e necrose
hemorragica. Em algumas circunstancias, as células Ta secretam citocinas capazes
de recrutar efetores ndo especificos diretamente para o sitio de crescimento
tumoral. As células Ta ativadas contra antigenos tumorais podem ser ainda
diretamente citotoxicas contra as células tumorais como, por exemplo, liberando

linfotoxinas (Restifo & Wang, 1996).

As células Tc (CD8"), por sua vez, reconhecem os antigenos tumorais,
quando os mesmos estdo em associagdo com moléculas do CPH classe I (Roitt et
al., 1992c; Hart & Saini, 1992; Abbas et al., 1994a). A ligagio do complexo
antigeno tumoral/ molécula CPH I com os receptores nas células Tc d4 inicio a
uma sinalizagdo intracelular para o niicleo do linfécito, estimulando a expressdo
de suas fungdes efetoras que, no caso, é destruir a célula tumoral alvo (Ville et
al., 1996). A resposta das células Tc pode consistir em proliferagio, aumento da
regulacdo de moléculas de superficie, ativagdo da maquinaria litica e/ou secregéo
de citocinas como IL-2, IFN-y, GM-CSF e TNF-a (Restifo & Wang, 1996;
Barth et al., 1991). Para a célula Tc tornar-se completamente ativada, ela deve
receber estimulos adicionais, provenientes da ligagdo de citocinas aos  seus
receptores de superficie, citocinas essas secretadas pelas células T auxiliares
(Ville et al., 1996). Apés uma ativagdo bem sucedida, a célula Tc divide-se em
varios clones filhos, todos com especificidade antigénica idéntica. Estes clones
véo estar aptos a efetuar a fungfo de vigildncia imunolégica, reconhecendo e
destruindo células potencialmente malignas, as quais expressam peptideos

derivados de proteinas celulares mutantes em associagio a moléculas
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CPH I (Abbas et al., 1994a; Ville et al., 1996). E interessante notar que o TNF e
IFN-y secretados pelas células Ta podem aumentar a expressdo da molécula do
CPH I em células alvo e, conseqiientemente, a lise das mesmas pelos linfocitos
Tc (Abbas et al., 1994a). A interagio entre as célula Tc e as células tumorais,
entretanto, depende ainda de uma interagio entre a integrina LFA-1, expressa
nos linfécitos, e a molécula ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1),
expressa na célula alvo tumoral (Gregory et al., 1988; Hart & Saini, 1992; Hart,
1996), e cuja expressdo € estimulada por TNF, IL-1, IFN ou IL-6 (McCormic &
Zetter, 1992). Essa ligag¢do entre LFA-1 e ICAM-1 estabiliza o conjugado
citolitico entre linfocitos Tc e a célula tumoral. A perda da expressdo de ICAM-1
parece permitir as células tumorais circulantes evitar o estabelecimento de
conjugados citoliticos estaveis, podendo significar a evasdo da destruigdo pelos

linfécitos Tc (Hart & Saini, 1992; Hart, 1996).

Uma outra linha de defesa na imunidade tumoral s3o as células
exterminadoras naturais (EN). As células EN foram descobertas ha cerca de 20
anos atrés, constituindo uma populagéo de linfocitos ndo-B, ndo-T, que tém a
capacidade de lisar as células tumorais (Ville et al., 1996). Elas parecem ser
particularmente importantes no controle da disseminagdo hematogénica dos
tumores, prevenindo a formagdo de metastases (Hanna & Fidler, 1980; Hanna &
Fidler, 1981; Hanna, 1982; Hanna, 1985; Liotta, 1992; Herberman, 1995). As
células EN sdo estimuladas por citocinas derivadas das células Ta ativadas
(principalmente a IL-2), diferenciando-se assim em células LAK ("limphokine-
actvated Killer cells"). Além de IL-2, as células EN podem ser ativadas por
outras citocinas como IL-2, TNF, IL-12 e IFN-y interferons (o, B, y). A IL-2 tem
dois tipos de efeitos nas células EN: a estimulago da proliferagdo e o aumento
da citotoxicidade. Apds estimuladas, as células EN secretam TNF e IFN-y,

especialmente em resposta & IL-2 e [L- 12. Elas usam o mesmo mecanismo
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litico das células Tc, isto é, por exocitose de grdnulos (com proteinas,
citotoxinas, esterases, serinas e proteoglicanos), indugdo da fragmentagio do
DNA da célula alvo e apoptose (Abbas et al.,, 1992a; Abbas et al., 1992b;
Herberman, 1995). As EN, no entanto, nfio expressam receptores para antigenos,
efetuando sua agdo litica em uma maneira nfo especifica e nio restrita ao CPH
(Abbas et al., 1992a). Sua fungdo na imunidade anti-tumoral, contudo, vai
depender da estimulag&o concorrente das células T e macréfagos que produzem
as citocinas necessarias para o seu estimulo. As células EN parecem ainda ser
direcionadas para células cobertas de anticorpos, uma vez que expressam
receptores Fc de baixa afinidade para moléculas IgG, constituindo assim, o
principal mediador na ADCC ("antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity",
ou citotoxicidade celular dependente de anticorpo) (Herberman, 1995). A
estabilizac8o de conjugados citoliticos entre as células tumorais e as células EN
¢ dependente, entretanto, da intera¢fo entre a molécula LFA-1 expressa nas
células EN e a molécula ICAM-1 expressa nas células tumorais (Hart, 1996).
Embora a vigildncia imunologica seja fungdo das células T antigeno-especificas,
algumas evidéncias sugerem que, se essa vigildncia nfo funcionar, as células que
iro fazer frente na linha de defesa podem ser as EN (Herberman & Holden,
1978; Ville et al., 1996), especialmente contra células que expressam antigenos
virais (Abbas et al., 1992a). Um estudo recente sugere que a atividade das
células EN encontra-se deprimida em alguns pacientes com céncer, com algumas
evidéncias de que uma baixa atividade das células EN esteja associada a um mau

prognostico (Herberman, 1995).

A terceira linha de defesa na imunidadae celular seriam os macrofagos
associados a tumores (TAM-"Tumor-Associated Macrophages") que representam
o maior componente do infiltrado linforeticular de varios tumores humanos. Em

adi¢do a apresentacdo de antigenos, os macréfagos possuem, eles mesmos,
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uma capacidade citotdxica tumoral mas, apenas quando ativados por citocinas
secretadas por células Ta (como IFN-y) (Abbas et al., 1992a; Mantovani et al.,
1992; Klein & Mantovani, 1993; Ville et al., 1996). As propriedades tumoricidas
dos macréfagos t€m sido demostradas extensivamente in vitro. Os mecanismos de
destruicdo celular incluem a liberagdo de TNF, IL-1, radicais livres, proteases e
6xido nitrico. As citocinas liberadas pelos macréfagos, por sua vez, vao recrutar
células imunes secundérias para o sitio tumoral, de maneira a amplificar os efeitos
tumoricidas ndo-especificos. Os macrofagos podem, também, destruir células
tumorais sensibilizadas por anticorpos, atuando como efetor nfo especifico da via
de citotoxicidade celular antigeno-especifica dependente de anticorpo (ADCC).
Os TAM portanto, parecem ter uma fungdo central nas vias de ambas as
imunidades antitumorais, a especifica (através da ativagfo inicial de células
CD4") e a ndo-especifica (através de suas propriedades tumoricidas e de sua

funcdo de secrecdo de citocinas) (Ville et al., 1996).

Um outro tipo de resposta, que néo a celular, € a resposta imune humoral.
Embora a imunidade celular seja a mais importante resposta anti-tumoral, os
hospedeiros que portam um tumor produzem anticorpos contra antigenos
tumorais. O potencial de destrui¢éo das células tumorais mediado por anticorpos
tem sido largamente demonstrado in vitro e € atribuido a ativagdo do
complemento, ou a citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC-
antibody-dependent cellular cytotoxicity), tendo como efetores macréfagos ou
células EN (Lloyd,1991; Abbas et al., 1992a; Ville et al., 1996). A fungéo real in
vivo para esse mecanismo de destruicdo dependente de imunoglobulina
permanece desconhecida, | ndo existindo evidéncias para uma fungdio protetora

contra o desenvolvimento e progressdo tumoral (Abbas et al., 1992a).
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5. Fibro-Histiocitomas

Os fibro-histiocitomas malignos humanos (FHM) so os sarcomas de partes
moles mais comuns na vida adulta tardia, ocorrendo mais comumente nos tecidos
conectivos profundos das extremidades, cavidade abdominal e retroperitoneo
(Soule & Henriquez,1972; Weiss e Enzinger, 1978; Kearney et al., 1980). Podem
surgir também de estruturas de suporte em vérios 6rgos, como no osso (Feldman
& Lattes, 1977; Weiss e Enzinger, 1978), ou na glindula maméria, onde sua
incidéncia € muito baixa (Vera-Sempere & Llombart-Bosch, 1984). Sua
ocorréncia foi pioneiramente descrita por O’Brian & Stout (1964), em 1964.
Em 1978, Weiss & Enzinger (1978) descreveram os FHM como sendo tumores
primitivos, mesenquimais, compostos, em sua forma classica, de células
fusiformes (fibroblésticas-simile) e arredondadas (histiociticas-simile), o que &
refletido pela produgéio de coldgeno e fagocitose ocasional. As células estariam
dispostas em um padréio “em redemoinho” e acompanhadas por células gigantes
pleomoérficas e células inflamatérias. J4 foram descritas varias formas de
apresentagdo dos FHM, incluindo FHM fibroso, FHM histiocitico e FHM
pleomérfico com variantes mixdide e inflamatéria (Soule & Henriques,1972;
FU et al, 1975). Greaves & Facine (1981), em 1981, avaliando 85 fibro-
histiocitomas espontineos em ratos Sprague-Dawley, reconheceram, de acordo
com o tipo celular predominante, 4 tipos histologicos: histiocitico (17%),
altamente malignos; pleomorfico (33%) e celular (células fusiformes) (17%),
tipos potencialmente malignos que levavam ocasionalmente ao aparecimento de
metastases e os muito fibrosos (33%), lesBes essencialmente benignas.
Em relagdo & metastases, um estudo realizado por Weiss & Enzinger (1978) com
200 casos de FHM humanos, mostrou que as mesmas sdo mais freqiientes para o
pulmio (82%) e linfonodos (32%), sendo ainda influenciadas por fatores

como a profundidade tumoral, tamanho e componente inflamatério tumoral.
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Tumores pequenos, superficialmente localizados, ou com um proeminente
componente inflamatdrio, metastatizaram menos freqlientemente que os largos
mais profundamente localizados. Os FHM entretanto, ainda tém sua histogénese
incerta. Alguns autores consideraram sua origem como histiocitica (Kauffman e
Stout,1961; Ozzello et al., 1963; Kempson e Kyriakos,1972). Ozzello e
colaboradores (1963) postularam, baseado em cultura de células, que a origem
dessas neoplasias seria a partir de um histidcito ativo com capacidade para agir
como um fibroblasto facultativo. Outros autores tém sugerido a origem dos FHM
a partir de células primitivas mesenquimais (FU et al., 1975; Greaves et al.,
1985). Em relagdo a tumores em animais experimentais, trabalhos tém
demonstrado a ag¢éo de carcindgenos quimicos no desenvolvimento de tumores,
em ratos, semelhantes aos FHM (Pradhan et al., 1974; Konishi et al., 1982).
Geaves e colaboradores (1985) demostraram o surgimento de tumores em ratos,
no local de implantagéo de filtros Millipore, com caracteristicas semelhantes aos
FHM. Sabe-se ainda que muitos tumores de partes moles ocorrem
espontaneamente em ratos idosos, com caracteristicas biologicas, histopatolégicas
e ultraestruturais semelhantes as de neoplasias fibrohistiociticas humanas

(Goodman, et al., 1979; Goodman et al., 1980; Greaves et al., 1982; Greaves et
al., 1985).

6. O Tumor T.E.G.S. 2047

Bezerra de Araujo e colaboradores (1980) descreveram, em julho de 1980,
um tumor surgido espontaneamente na regifio correspondente a glindula salivar
em um rato adulto, albino Wistar, pertencente ao biotério do Departamento de
Patologia e Medicina Legal da UFC. Ao final de um més de observagio, a massa
tumoral j4 comprometia o olho direito e estava ulcerada, sendo realizado o

sacrificio do animal com a ressecgdo completa do tumor, no Departamento
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de Fisiologia e Farmacologia da UFC. Os fragmentos foram utilizados para estudo
histopatoldgico e para transplante subcutineo em ratos receptores Wistar, pela
técnica do trocater (Hamburger & Fishman, 1953). Depois do primeiro
transplante, novas repicagens foram feitas a cada 10-15 dias. A necrépsia ndo
foram encontradas evidéncias de metastases. Ao exame microscopico, segundo a
descri¢do de Bezerra de Aradjo e colaboradores (1980), o tumor apresentava
abundante estroma vascular edemaciado, extensas 4reas de necrose e,
basicamente, constituido de dois tipos celulares: a) células arredondadas
pequenas, hipercromaticas, com escasso citoplasma, possuindo um a dois
nucléolos evidentes e com a cromatina disposta & periferia do nucleo e b) células
de aspecto fusiforme em “chama de vela”, com abundante citoplasma eosinofilico
com 1 a 2 nucléolos evidentes e cromatina disposta perifericamente, segundo a
descri¢do do autores. Descreveram ainda uma disposi¢do das células ao redor dos
vasos, lembrando “redemoinhos”, além da presenga de cartilagem, areas mixdides
e estruturas que imitam ductos glandulares, e mesmo glandulas sebéceas.
As mitoses eram freqiientes, principalmente nas zonas com predominio das
células fusiformes. O indice de “pega” foi de aproximadamente 100% no
Departamento de Farmacologia e de aproximadamente 50% no Departamento de
Patologia, onde foi observada uma regressdo espontinea do tumor. Em virtude do
grande pleomorfismo histolégico da neoplasia, ndo foi possivel enquadré-la em
nenhum dos tipos descritos na literatura especializada, e por isso os autores
resolveram designi-la com o nome de T.E.G.S. 2047, significando Tumor
Espontineo da Glandula Salivar, e 2047 o niimero com o qual a neoplasia foi
registrada no Departamento de Patologia, no ano de 1980 (Bezerra de Aratjo et
al., 1980). Desde o primeiro transplante, o tumor vem sendo mantido, até a
presente data, em ratos albinos Wistar do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Ceard, através de transplantes

subcutidneos pela técnica do trocater. Trompieri em 1984 (1984) descreveu
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caracteristicas histoldgicas semelhantes as descritas por Bezerra de Araujo e
colaboradores (1980), para o tumor T.E.G.S. 2047 sem, no entanto, enquadra-lo

em nenhuma categoria histopatoldgica ou classificagio.

Realizando um estudo morfolégico mais profundo, para caracterizar tal
neoplasia, Ribeiro (1987) em 1987 indicou a inclusdo do tumor T.E.G.S. 2047 na
categoria dos Fibrohistiocitomas Malignos. Segundo a descri¢ido do autor, a
microscopia Optica e eletronica, o tumor mostrou-se constituido por células
histiociticas similes, principalmente, fribroblasticas similes e células
indiferenciadas, sendo a citoquimica enzimatica fortemente positiva para a a-naftil
acetato esterase e fosfatase acida, indicando a natureza histiocitica do tumor. O
estudo imunohistoquimico do tecido tumoral revelou positividade nas reagdes
para Lisozima e Vimentina, confirmando a sua natureza fibrohistiocitica. A
aparéncia geral do tumor T.E.G.S. 2047, segundo Ribeiro (1987), mostrava uma
estreita semelhanga com o tipo celular descrito por Greaves & Faccine (1981) e
também com o seu correspondente humano (Soule & Enriquez,1972; Weiss &
Enzinger,1978; Kearney et al., 1980). O indice de pega do tumor em 40 animais
transplantados foi de 82,5%, com a curva de crescimento tumoral mostrando um
padrio Gompertziano (Steel, 1977). Em relagéio aos indices mitdticos, pareceu
haver uma progressiva diminuigdo com a evolugdo do tumor. A redugdo da taxa
de crescimento nos ultimos dias de evolugdo do tumor, no entanto, deveu-se mais
ao aumento da perda celular, que & diminui¢do da producdo celular, segundo
Ribeiro (1987). A incidéncia de metéstases foi muito pequena (3,3%), as quais
estavam localizadas apenas no pulmdo, apresentando o mesmo padréo
morfoldgico do tumor primario, o que demonstra a pouca agressividade do tumor

(Ribeiro, 1987).

O estudo farmacolégico do tumor T.E.G.S. 2047 por Trompieri (1984),
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caracteristicas histologicas semelhantes as descritas por Bezerra de Araijo e
colaboradores (1980), para o tumor T.E.G.S. 2047 sem, no entanto, enquadra-lo

em nenhuma categoria histopatolégica ou classificacéo.

Realizando um estudo morfologico mais profundo, para caracterizar tal
neoplasia, Ribeiro (1987) em 1987 indicou a incluséo do tumor T.E.G.S. 2047 na
categoria dos Fibrohistiocitomas Malignos. Segundo a descri¢do do autor, a
microscopia Optica e eletronica, o tumor mostrou-se constituido por células
histiociticas similes, principalmente, fribrobldsticas similes e células
indiferenciadas, sendo a citoquimica enzimatica fortemente positiva para a o-naftil
acetato esterase e fosfatase acida, indicando a natureza histiocitica do tumor. O
estudo imunohistoquimico do tecido tumoral revelou positividade nas reagdes
para Lisozima e Vimentina, confirmando a sua natureza fibrohistiocitica. A
aparéncia geral do tumor T.E.G.S. 2047, segundo Ribeiro (1987), mostrava uma
estreita semelhanga com o tipo celular descrito por Greaves & Faccine (1981) e
também com o seu correspondente humano (Soule & Enriquez,1972; Weiss &
Enzinger,1978; Kearney et al., 1980). O indice de pega do tumor em 40 animais
transplantados foi de 82,5%, com a curva de crescimento tumoral mostrando um
padrdo Gompertziano (Steel, 1977). Em relagdo aos indices mitdticos, pareceu
haver uma progressiva diminui¢dio com a evolugéo do tumor. A redugio da taxa
de crescimento nos ultimos dias de evolugdo do tumor, no entanto, deveu-se mais
ao aumento da perda celular, que a diminui¢do da produgdo celular, segundo
Ribeiro (1987). A incidéncia de metastases foi muito pequena (3,3%), as quais
estavam localizadas apenas no pulmio, apresentando o mesmo padrdo

morfolégico do tumor primério, o que demonstra a pouca agressividade do tumor

(Ribeiro, 1987).

O estudo farmacolégico do tumor T.E.G.S. 2047 por Trompieri (1984),
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evidenciou a presenga de uma substidncia prostaglandina-simile. Ribeiro,
posteriormente, em 1987, detectou a presenga de um material biologicamente
ativo, nos extratos tumorais metandlicos ou acetonicos do tumor T.E.G.S. 2047.
Os ensaios farmacoldgicos sugeriram a presenga neste material de um composto
triptaminico-simile, o qual pode, ndo necessariamente, tratar-se de 5-

Hidroxitriptamina (Ribeiro,1987).

O estabelecimento e caracterizagdo de uma linhagem celular derivada do
fibro-histiocitoma maligno T.E.G.S. 2047, a linhagem FHM, foi realizada por
Porto (1996), a partir da cultura primaria do tumor, que se encontrava no 14° dia
de evolugdo. Morfologicamente, a populagdo celular que constituia a passagem PO
era formada por dois tipos distintos de células: uma grande maioria de células
globosas e o restante de células fusiformes (semelhantes a fibroblastos). A
populagdo celular, ao atingir a confluéncia, era constituida por células
arredondadas formando aglomerados tridimencionais disformes. Ao longo das
passagens seguintes, as células foram se tornando menores, com um aumento da
populagdo celular com morfologia fusiforme. Uma morfologia mais estivel,
entretanto, foi descrita por Porto (1996) nas células de P12, com um padréo
celular predominantemente fusiforme. A clonagem da cultura do tumor T.E.G.S.
2047, a particr de P2, permitiu a Porto (1996) isolar dois tipos celulares
morfologicamente diferentes: o FHMcl, constituido de células arredondadas, e o
FHMc2, constituido de células fusiformes de crescimento mais lento, sendo este
ltimo o Umico com capacidade para se perpetuar em cultura. Observou-se ainda
que os tumores originados a partir da inoculagfio das células oriundas da cultura
do T.E.G.S. 2047 remontavam a arquitetura do tumor original. Em relagdo a
citocinética in vitro, houve uma discreta diminui¢8o na taxa de crescimento
coincidente com um aumento no nimero de passagens; Porto (1996) observou,

ainda, que nenhum dos 29 animais inoculados com as passagens P2, P6 e
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P12 apresentou evidéncias de metdstase pulmonar ou em qualquer outro 6rgio
examinado. A avaliagdo do indice de colonizagio de células das mesmas
passagens constatou que apenas 2 em 10 animais inoculados com 10° células de
P2 por via endovenosa, apresentaram metastases pulmonares. Em relagiio ao
cariotipo, a distribuigdo modal dos cromossomos da passagem P2 das células
FHM foi de 30 cromossomos, enquanto que o cari6tipo de um rato normal contém
42 cromossomos por célula dipldide (Porto, 1996), o que demonstra uma
instabilidade genética. Porto realizou ainda o estudo imunohistoquimico do tumor
doador (T.E.G.S. 2047), das células em cultura e dos tumores obtidos a partir da
reinoculagdo dessas células. O tumor doador T.E.G.S. 2047 mostrou uma
expressdo para vimentina em aproximadamente 23% das células, indicando
linhagem mesenquimal, confirmando os achados de Ribeiro (1987). Houve,
entretanto, nos achados de Porto (1996) um decréscimo progressivo na expressio
da vimentina nas diversas passagens da linhagem celular FHM1 mantidas em
cultura, consideradas como inespecificas ap6s P6. A reinoculagdo dessas células
em animais, entretanto, remontava um tumor com os mesmos niveis de expressdo
anteriores de vimentina (23%). Em relagdo a esterase, a citoquimica mostrou uma
expressdo em 80% das células do tumor original, caindo para 40% na suspensio
celular. Nas células FHM mantidas em cultura, esse nivel ficou em torno de 40%
nas células de P1, em 20% de P2, com valores nulos em P4. Porto (1996)
encontrou ainda baixos niveis de expressdo de CD45 e CD68, devendo-se talvez,
segundo ele, a linfocitos e/ou macréfagos que infiltram o tumor. A célula que se
perpetua em cultura, segundo Porto (1996), poderia ser entdo um fibroblasto
transformado, aneupldide, com capacidade tumorigénica, nio sendo o tumor
derivado de macrdéfagos ou mondcitos. A presenca dessas células, conjectura ele,
poderia ser decorrente da liberagdo pelos fibroblastos malignos de fatores
quimiotaticos e/ou, indiretamente, do estimulo de macréfagos residentes que

liberariam outras citocinas (como TNF) (Souza et al., 1988), capazes de induzir
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migracdo. Esse fato explicaria a reprodugdo do tumor in vivo apés a reinoculagio
das células de P6 e P12. Crossara e colaboradores (1995) ja haviam demonstrado
que as células FHM em cultura liberam espontaneamente TNF no sobrenadante.
Crossara e colaboradores (1995) sugeriram, entdo, que o TNF liberado pelas
células FHM seria responsavel pela migragfo de neutréfilos para o tumor in vivo.
O fibro-histiocitoma T.E.G.S. 2047 seria, dessa maneira, segundo Porto (1996),
constituido por fibroblastos transformados, associados a outras células, tais como

mondcitos e linfocitos possivelmente reativos, que infiltram o tumor.

7. A Ciclosporina

Ciclosporina (CS) é o protoétipo de uma geragéo de imunossupressores que
vem sendo largamente utilizada em transplantes de 6rgio e doengas auto-imunes
(Kahan, 1989). E uma droga caracterizada por uma agdo imunorreguladora
seletiva e reversivel, modulando especificamente subpopulagdes definidas de
células imunocompetentes, como os linfocitos (Borel, 1994). A CS é um
undecapeptideo ciclico hidrofébico isolada de espécies de fungos, dentre as quais
o Tolypocladium inflatum Gams, de onde foi inicialmente isolada e produzida por
fermentacéo (Borel & Kis, 1991). A figura 04 mostra a estrutura quimica da CS,
elucidada em 1975 por Petcher e colaboradores (Petcher et al., 1976). E um
peptideo neutro, rico em aminoécidos hidrofébicos, insoliivel em agua e n-hexano,
mas, solivel em muitos outros solventes orgénicos e em lipidios (Borel, 1994). A
histéria de sua descoberta teve inicio em 1970 quando uma nova cepa de fungos
(Tolypocladium inflatum) foi descoberta em amostras de solo por B.Thiele no
"Microbiology Department at Sandoz Ltd, Basel, Switzerland" (Borel & Kis,
1991). Em 1972, a agfo imunossupressora de uma mistura de metabolitos
("ciclosporins"), denominada metabdlito 24-556, foi descoberta por Borel em um

modelo em camundongo envolvendo inibicdo de hemaglutinagio (Borel,
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1974; Borel, 1976). Em 1973, Riigger purificou a CS a partir da mistura de
metabolitos 24-556 (Riiegger et al., 1976). Em 1974, Borel e colaboradores
estudaram a agfdo imunossupressora da CS in vivo e in vitro, a qual foi
posteriormente sintetizada completamente por Wenger em 1981 (Borel, 1976;
Wenger & Payne, 1989; Borel & Kis, 1991; Borel, 1994).

A CS € absorvida pelo trato gastrointestinal, sendo sua meia vida
plasmética de 17 a 40 horas, apresentando uma curva bifisica. Acumula-se na
maioria dos tecidos. Cerca de 34% da droga estd presente no plasma, sendo 5%
droga livre, 24% ligada a lipoproteinas e 5% ligada a outras proteinas plasmaticas.
O seu metabolismo € hepatico e sua excregéo dé-se principalmente pelo figado e
bile, com apenas uma pequena quantidade pelos rins (cerca de 10%, dos quais
apenas 0,1% representa a molécula nativa ou a droga no modificada), em todas
as espécies estudadas (rato, coelho, cachorro) e em humanos (Britton & Palacios,
1982; Ryffel, 1992; Borel, 1994). A dose terapéutica (imunossupressora) no
homem ¢ em torno de 10 a 20 mg por Kg de peso corporal por dia,
correspondendo a 100-400 ng/ml no plasma (Britton & Palacios, 1982). O
transplante de orgdos ou tecidos com sucesso em ratos tem requerido a
administragéo de doses variando entre 10-50 mg/Kg, dependendo do 6rgido ou
tecido, enquanto que em doengas autoimunes em ratos essa dose varia de 10 a

100 mg/Kg (Thomson et al., 1984).

A CS liga-se na membrana celular a uma glicoproteina de membrana
denominada gp 170, que € expressa fisiologicamente nas células renais e
hepaticas, e nas células tumorais resistentes a muiltiplas drogas. No citosol, a CS
liga-se a uma proteina de 18 kDa, denominada ciclofilina, entrando
posteriormente no nucleo, onde impede a transcrigdo de alguns genes

(Handschumacher et al., 1984; Ryffel, 1989; Ryffel, 1992; Borel, 1994). A
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figura 05 mostra o mecanismo de agdo celular da CS. A Ciclosporina inibe
fortemente a imunidade mediada por células, a qual tem um importante papel na
rejeicdio de transplantes e na hipersensibilidade tardia. Ela atua nos eventos
celulares iniciais da resposta imunolégica, inibindo reversivelmente a fung¢io dos
linfécitos T "helper" ou T auxiliares (Ta) antigeno-dependentes ativados
imediatamente apds o reconhecimento desses antigenos e mitégenos. As células
Ta s@o as principais células envolvidas na rejei¢do de transplantes. Como
resultado, a célula T permanece em uma fase de “repouso” do ciclo celular,
incapaz de produzir e liberar citocinas, falhando, dessa maneira, na indugéo e
montagem de uma resposta imune ( Borel &VKis, 1991; Borel, 1994). A CS, ao
nivel celular, parece inibir a capacidade das células Ta de sintetizar e liberar IL-2,
inibindo a transcricdo de seu RNAm. Ela inibe também a secrecdo de outras
citocinas pelas células Ta ativadas, como IFN-y, IL-4, GM-CSF, entre outras
envolvidas na fungédo de linfécitos e macr6fagos, além da transcri¢do do receptor
da transferrina. A nivel celular, isso significa que a geragdo de células Tc, bem
como a de outras células efetoras que destroem as células alvo através da
interagdo com antigeno, ¢ inibida (Ryffel, 1989; Borel & Kis, 1991; Ryffel, 1992;
Borel, 1994). E importante notar que, apos a célula Ta ter sido estimulada, por
mitégenos ou antigenos, a CS ndo € mais capaz de suprimir a sua proliferagéo,
pois ela interfere somente na producdo de citocinas, mas ndo no efeito das
citocinas ja produzidas sobre suas células alvo. A CS também ndo afeta
diretamente as principais fungdes de macréfagos e granuldcitos, como fagocitbse,
quimiotaxia e liberagdo de superdxidos e citocinas (Britton & Palacios, 1982;
Thomson et al., 1984; Borel, 1994; Thomson et al., 1984). A CS interfere ainda,
indiretamente, com a fungdo das células EN, uma vez que ela inibe a produgdo de
IFN (um modulador positivo das células EN) pelas células Ta, (Britton &
Palacios, 1982).
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Figura 05: Mecanismo hipotético de acao da Ciclosporina (CS). Modificado
de Borel (1994). Os conhecimentos atuais sobre o efeito da CS na ativacao
da célula T podem ser resumidos como se segue:

1.
2.

hd

CS ndo inibe o reconhecimento do antigeno pelo receptor da célula T.

A CS nao tem efeito na sinalizacdo transmembrana. A ativagdao da proteina
quinase C (PK-C) induzida por mitdgeno ou antigeno e o “turnover” do
fosfoinositol (PI) com conseqiiente aumento do nivel intracelular de Ca™" ndo
sao inibidos.

. A CS se difunde passivamente através da membrana e se concentra no meio

intracelular, onde se liga a ciclofilina (CP-proteina receptora de CS de 18
kDa). O substrato para essa enzima ¢ altamente desconhecido, mas estd muito
envolvido no processo de ativagao, eventualmente interferindo com um fator
de ligacao nuclear de sitios regulatorios de genes especificos.

Foi demonstrado que CS, em linhagens celulares humanas e murinas € em
linfécitos normais, inibe a transcricio do RNA mensageiro para uma
variedade de linfocinas. Contudo, ela ndo inibe a sintese protéica induzida por
mitogenos.

A CS inibe a sintese do receptor de IL-2 apenas em altas concentragoes.

A sintese de outros antigenos de ativacdo e a expressao de produtos dos genes

do complexo maior de histocompatibilidade sao significativamente reduzidos
pela CS.

. Os efeitos de altas concentragoes de CS nas células apresentadoras de

antigenos, o processamento e a apresentacao do antigeno nas células T, bem
como a producao de IL-1 € ainda controversa.
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Ao contrario de outros agentes imunossupressores como a azatioprina e
colchicina, a CS inibe preferencialmente as células T, embora em altas
concentragfes ela também deprima a fung8o das células B. A CS inibe ainda a
imunidade dependente de anticorpo, mas apenas contra antigenos celulares
dependentes de células T. A produgdo de anticorpos contra antigenos
independentes de células T, como lipopolissacarideos, € pouco afetada (Britton &

Palacios, 1982; Borel & Kis, 1991; Borel, 1994).

Outros efeitos da ag¢do da CS no sistema imune so bem menos definidos e
parcialmente controversos. Eles incluem: a inibi¢do da produc@o de IL-1 ao atuar
nas células Ta, e nfo, nos macréfagos; inibicdo da express@o de receptores para
IL-2 na membrana; inibicdo da expressdo de receptores para IL-1, tornando a
célula nfo responsiva a IL-1 e incapaz de produzir IL-2; poupar a fungdo das
células T supressoras; inibicdo direta de células T citotdxicas ativadas (Borel,
1994; Britton & Palacios, 1982; Palacios & Moller 1981). A CS inibe ainda a
ativacdo da transcricdo de proto-oncogenes que foram induzidos por estimulos,
como o c-fos, c-myc, c-src, ndo tendo efeito na transcrigdo basal desses genes.
Relatos indicando que a CS cause a ativagdo de genes, entretanto, no tém sido

reportados (Ryffel, 1989).

A Ciclosporina por si s6 nfo possui efeito aglutinante, citolitico, citostatico
ou estimulante sobre os linfocitos. Seu efeito imunossupressor € rapidamente
revertido quando o tratamento é parado, demonstrando ser a droga ndo
linfocitotéxica (Borel, 1994). Sua administragdo simultdnea & imunizagfo parece
percentagem de inibigdo diminui proporcionalmente com o aumento do intervalo

de tempo entre a adigdo do mitogeno e da CS a cultura. A CS possui ainda um
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efeito inibitério dose-dependente na proliferagdo de linfécitos humanos em

resposta a varios estimulos.

Em relagdo aos efeitos colaterais, é importante notar que a razdo entre a
dose tdxica e a dose necessaria para efeitos farmacolégicos € significativamente
superior a outros agentes. Em animais, os efeitos colaterais sdo minimos nas doses
imunossupressoras (Borel, 1994). Na prética clinica, a nefrotoxicidade ¢ um
fenomeno dose-dependente, nio sendo um fator limitante quando a CS ¢ dada em
baixas doses e tem seus niveis monitorizados. Pinheiro em 1995 (Pinheiro, 1995)
sugeriu que a nifedipina e, principalmente, o PCA 4248 ( um antagonista do Fator
Ativador de Plaquetas) exerciam uma agfo protetora sobre a nefrotoxicidade
induzida pela CS em rins de coelho. Outros efeitos de menor importincia séo a
hepatotoxicicidade moderada e sintomas como anorexia, letargia, hirsutismo,
hipertrofia gengival, tremor, ndusea e diarréia. Um outro efeito seria o
aparecimento de neoplasias (Hows et al., 1981; Keown et al., 1981; Britton &
Palacios, 1982; Borel & Kis, 1991), principalmente as desordens
linfoproliferativas (Calne et al., 1979; Ryffel, 1992). A célula B contendo o virus
Epstain-Barr tem sua proliferagio aumentada na presenga da CS, mesmo em
doses imunossupressoras terapéuticas (Borel, 1994). Segundo Borel (1994), a
maioria dos casos de malignidades deve-se as alteragdes nos mecanismos de
vigilancia imunoldgica, uma vez que nfo ha estudos indicando que a CS seja
tumorigénica. A Ciclosporina ao inibir a sinalizagdo das células T em resposta a
antigenos, provavelmente levaria a uma excessiva resposta das células B,
favorecendo estados linfoproliferativos, em virtude de sua agdo imunossupressora,
e ndo a uma agdo tumorigénica direta nas células susceptiveis (Britton & Palacios,
1982; Penn, 1987). Em relagdo as complicagdes infecciosas, as virais sdo as mais
comuns nos pacientes com terapia imunossupressora, especialmente Epstein-Baar

(EB), papiloma e herpes virus. Infecgdes bacterianas ou fungicas ndo tém uma
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frequéncia alta em pacientes tratados com CS. Devido a agdo especifica da CS, a
predisposicdo a infecgdes em pacientes tratados com Ciclosporina é menor
quando comparada a outras drogas imunossupressoras, sendo entretanto as virais

mais comuns quando comparadas as bacterianas ou fiingicas (White, 1982; Ryffel,
1992).

Quanto as alteragdes hematologicas, tem sido encontrada uma linfopenia
progressiva € monocitose, bem como eosinopenia em ratos. A severidade desse
efeito é relacionada a dose e duragdo do tratamento e é reversivel apds sua
descontinuagdo (Thompson et al., 1984). N&o ha entretanto nenhuma aparente
alterag@o no processo de maturagfo de nenhuma das principais linhagens celulares
da medula. A linfopenia concomitante é consistente com um efeito citopatico
seletivo da CS nas células linféides. Varios experimentos tém indicado essa agfo
especifica da CS, uma vez que ndo & detectado nenhum efeito funcional nas
células hematopoiéticas (poupando as “stem cells” e sua maturagfo), fagécitos ou
células tumorais, ou outros compartimentos com um rapido turnover celular como
o intestino (Wiesinger & Borel, 1980; Borel & Kis, 1991; Borel, 1994). Um outro
efeito da CS, demonstrado em estudos com animais, bem como em pacientes
transplantados, ¢ uma redugéo da razdo entre as células Ty/Tg, resultante de uma
diminuicdo no nuimero de células Ty (com uma diminuigdo funcional
concomitante) € de um nimero normal de células Ts (com um modesto aumento
de atividade) (Thomson et al., 1981; Van Buren et al., 1982; Thomson et al.,
1984).

Uma nova aplica¢do da Ciclosporina € o seu uso para reverter a resisténcia
a multiplas drogas (MDR) mediada pela glicoproteina-P. Ela é um eficiente

bloqueador do bombeamento de efluxo da glicoproteina-P, resultando em
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maiores concentragdes intracelulares das drogas e aumento da morte celular

(Silbermann et al., 1989; Kahan, 1989).

8. A Metilprednisolona

As drogas imunossupressoras convencionais usadas neste estudo foram a
metilprednisolona (MP) e a azatioprina (AZA), que inibem inespecificamente a
imunidade envolvida na rejeicdo de transplantes e a imunidade de tumores

(Mantovani et al., 1994).

Os esterdides adrenocorticais representam a primeira classe de drogas
imunossupressoras historicamente usadas. Os corticosterdides utilizados para a
imunossupressdo clinica s@o os glicocorticoides sintéticos, os quais representam
uma parte essencial do tratamento imunossupressor cronico baseado em CS ou
AZA. Além do uso na profilaxia das rejei¢des, os glicocorticdides (Gc) sdo
classicamente utilizados no tratamento de rejei¢do aguda em andamento (Marino
& Doyle, 1994). Eles atuam ativando seus receptores citoplasmaticos a regularem
de maneira direta ou indireta a transcrigdo de certos genes-alvo. O horménio livre
no plasma entra na célula e liga-se ao seu receptor no citoplasma. Esse receptor
encontra-se ligado a proteinas, como a proteina do choque térmico, que o
estabilizam, impedindo que se ligue a0 DNA. Ao ligar-se ao receptor, o Gc induz
mudangas conformacionais que permitem a dissociagdo das proteinas de choque
térmico e exposi¢cdo do dominio de ligagdo ao DNA. O complexo hormdnio-
receptor € entfo transportado para o nucleo, onde liga-se a elementos receptores
de Gc no DNA e induz ou suprime a transcricido de determinados genes
(Mantovani et al., 1994; Schimmer & Parker, 1996; Goldifien, 1998). Entre os
genes que codificam as citocinas, entretanto, poucos possuem a seqiiéncia de

DNA a4 qual o complexo hormonio- receptor liga-se, denominada GRE
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(“glucocorticoid response elements”), sugerindo que os G¢ atuam na maioria das
vezes de maneira indireta. O Gc pode interagir com outros fatores de transcrigo,
como o AP-1 (“transcription factor activator protein-1"), que é um heterodimero
das oncoproteinas Fos e Jun, que induz a transcri¢éio do gene para colagenase. A
ligagdo do Gc a AP-1 previne que ela se ligue aos seus genes-alvo induzindo-os.
Entretanto, nem todos os efeitos imunes dos Gc podem ser explicados pelo
bloqueio de AP-1, pois a maioria dos genes-alvo dos Gc ndo possuem sitio de
ligagdo para essa proteina. Um segundo alvo dos Gec, o NF-kB (“nuclear factor
kappa B”), € um fator de transcri¢do que ativa um grande niimero de importantes
genes reguladores do sistema imune e de genes da inflamaco, em resposta a
estimulos pré-inflamatérios. A sua inibi¢&o parece ser a principal responsével pela
atividade antiinflamatéria e imunossupressora dos Gc. O complexo receptor-
glicocorticoide liga-se ao NF-kB impedindo que o mesmo ligue-se ao DNA
aumentando a ativagdo de genes. Esse, entretanto, nio é o mais importante
mecanismo de agdo dos Gc. O NF-kB encontra-se no citoplasma em complexo
com seu inibidor, a proteina IxkBo.. Quando a célula é estimulada por sinais
imunoldgicos, ocorre fosforilagdo dos grupos IkBs, uma alteragdo quimica que
leva & quebra da ligagdo e liberacdo de NF-kB. O NF-kB entfio migra para o
nicleo onde ele vai ativar os seus genes-alvo. Os Ge, por sua vez, aumentam a
transcricdo do gene para IkBa, levando a um aumento na concentragdo de IkBo
na célula, permitindo que essa proteina ligue-se ao NF-kB no citoplasma,
tornando-o inativo, mesmo em condi¢des de estimulo em que ele seria liberado
para entrar no nucleo celular. Assim uma produgéio aumentada de IxkBa com o
conseqiiente bloqueio da atividade de NF-kB, parece explicar a maioria dos
efeitos dos Gec, inibindo a produgéo de vérias citocinas e bloqueando a resposta

imune (Marx, 1995; Scheinman et al., 1995 Barnes, 1996).
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Metilprednisolona, prednisolona e prednisona constituem os trés
glicocorticoides  geralmente usados na pritica clinica para terapia
imunossupressora de manutencdo e tratamento de rejei¢do. Eles tém alta acdo
antiinflamatéria e baixo poder mineralocorticéide. A Metilprednisolona (figura
06), a droga utilizada nesse trabalho, € a mais comumente usada para tratar
episodios de rejeicdo em pacientes transplantados, sendo a prednisona
geralmente usada para terapia de manutengfio. E disponivel em preparagdes
oral e endovenosa, € tem o menor poder mineralocorticide. O succinato
de metilprednisolona .para uso endovenoso deve ser hidrolisado através de um
metabolismo hepatico, a fim de ter uma atividade de esterdide (Marino & Doyle,
1994). A meia vida das trés drogas, prednisona, prednisolona e metilprednisolona
parecem ser semelhantes ap6s administragéo oral, estando entre 12-36 h (Rang et
al.,, 1995 a). A dose oral equivalente de 5 mg de prednisona, é de 5 mg para
prednisolona e 4 mg para a metilprednisolona. A dose utilizada em doengas
autoimunes € de 1 mg/Kg/dia de prednisona em humanos (Goldifien, 1998). O seu

metabolismo da-se no figado e sua excrecdo é basicamente renal (Marino &

Doyle, 1994).

Em relagdo as suas atividades antiinflamatdrias, sabe-se que os Gc reduzem
a sintese de prostaglandinas e leucotrienos, uma vez que inibem a atividade da
Fosfolipase A, (PLA;). Os Gc induzem a formagdo de um mediador protéico
antiinflamatério, a lipocortina, que atua inibindo a atividade da PLA; ao reduzir a
disponibilidade de seus substratos fosfolipedes. Eles reduzem ainda a expressio
de cicloxigenases nas células inflamatdrias, principalmente a de COX2 (Rang et

al., 1995a; Goldifien, 1998).

A imunofarmacologia dos Gc € altamente dependente da espécie

animal envolvida. As respostas imunes mediadas por células T sdo bloqueadas
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Figura 07: Estrutura quimica da Metilprednisolona.
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pela exposi¢do a Gc tanto in vitro como in vivo. Eles induzem apoptose em
linfécitos de espécies sensiveis, como nos camundongos, enquanto que nos
linfécitos humanos, considerados mais resistentes, o enfraquecimento funcional é
provavelmente o mecanismo mais importante. O mecanismo de agdio dos Gc
quando usado em doses altas, entretanto, recai basicamente sobre sua agdo litica
direta em linfoblastos. As células T sdo mais afetadas pelos Ge que as células B, e
as células T CD4" s3o desproporcionalmente diminuidas em relagdo as células
CD8". Eles também causam inibi¢do de fungfo das células NK ou EN (Mantovani
et al., 1994). Os glicocorticéides t€ém ainda um profundo efeito sobre a
concentragdo, distribuicdo e fungdo dos leucécitos periféricos. Apdés uma tnica
dose de Gce de agfio curta, a concentragio de neutréfilos aumenta, enquanto que os
linfécitos, mondcitos, eosindfilos e baséfilos na circulagdo diminuem em niimero,
resultando de um movimento do leito vascular para o tecido linfoéide. As
mudangas alcangam um pico méximo em 6 hs e sfio dissipadas apds 24 hs

(Mantovani et al., 1994; Goldifien, 1998).

Os fagdcitos mononucleares sdo o principal alvo para a atividade
imunossupressora dos Gc, os quais interferem na fungdo macrofagica por
diferentes mecanismos. Além de monocitopenia e bloqueio do recrutamento
tecidual, os Gc causam defeitos de diferencia¢do, de ativagdo e de fung@o dos
macréfagos maduros, sendo particularmente importante a agéo na inibigdo da
produgdo de citocinas, como IL-1, IFN-y e TNF (Goldifien, 1998). Os Gc inibem
ainda o processamento e apresentagdo de antigenos, uma vez que ao estabilizarem
os lisossomas monocitarios, diminuiem a digestio dos antigenos e sua
apresentagio pelos macrofagos ao sistema imune (Gerrard et al., 1984; Marino &
Doyle, 1994; Goldifien, 1998). E possivel explicar, entfo, que os efeitos dos Gec
sdo exercidos através da inibigdo da sintese de varias citocinas produzidas por

macrofagos (ex. IL-1 e TNF), e pelos linfocitos T (ex. IL-2), efeito esse
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dependente da inibicdo da expressdo de genes nas células imunocompetentes. A
inibi¢éo de IL-2, contudo, ndo € um efeito direto, sendo mediada pelo bloqueio da
liberagdo de IL-1 por macréfagos ativados (Mantovani et al., 1994; Marino &

Doyle, 1994; Dinarello & Mier, 1987; Lew et al., 1988).

Em relagdo aos efeitos colaterais, os glicocorticdides tém a maior lista
de possiveis complicagdes entre as drogas imunossupressoras convencionais,
como doenga Ossea, catarata, perfuragdo colonica, cushing, diabetes, retardo de
crescimento, hipertensdo, infecgdes, distirbios neuroldgicos, obesidade, ulcera
péptica e cicatrizagdo defeituosa de feridas. Vérios organismos oportunistas, além
dos patdgenos usuais, devem ser considerados, como Aspergillus, Nocardia,
Pneumocystis carinii, CMV, herpes simplex, herpes zooster € Candida albicans e

Mycobacterium tuberculosis (Marino & Doyle, 1994).
9. A Azatioprina

A azatioprina (AZA) € o principal agente citotéxico usado para
imunossupresséo. Foi introduzida na prética clinica em 1962, sendo, logo apds, o
seu uso combinado com esterdides em transplantes renal e hepatico, tornando-se,
esse, o tratamento padrio por quase 20 anos. A AZA foi a droga
imunossupressora mais usada até a introdugéo clinica da Ciclosporina em 1979

(Marino & Doyle, 1994; Rang et al, 1995b).

A Azatioprina ¢ um antimetabdlito analogo aos antagonistas das purinas,
inibindo competitivamente a sintese de nucleotideos e, com isso, interferindo na
multiplicagéo celular. Dessa forma a AZA ndo atua apenas no sistema imune. Ela
¢ um derivado imidazdlico da 6-mercaptopurina (6MP), um analogo da purina que

inibe a sintese de DNA, estando ambas as estruturas ilustradas na figura 07. A
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Figura 07: Estrutura quimica da Azatioprina (a) e 6-Mercaptopurina (b).
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AZA foi originalmente sintetizada como uma forma de liberagéo lenta da 6MP,
mas logo foi demonstrado que, no plasma, a maioria da droga era rapidamente
clivada nfio enzimaticamente em 6MP e metilnitroimidazol (Mantovani et al.,
1994). A AZA ¢é bem absorvida pelo trato gastrointestinal e metabolizada
basicamente em mercaptopurina. A droga existe na forma oral e endovenosa. O
pico de atividade plasmética € alcangado em duas horas apés sua administragéo, e
seu efeito dura por 12 a 24 horas. Sua excregéo € urindria, sendo grande parte do
material ativo degradado em acido 6-tiourico. Pequenas quantidades de droga

inalterada e mercaptopurina também s3o excretadas pelo rim (Barbuto et al.,

1998).

A clivagem da AZA em 6MP dé-se principalmente pelo glutation nas
hemacias. A 6MP ¢é entdo convertida dentro das células em uma série de
nucleotideos, dentre eles o acido tioguanilico, que interfere com a sintese de DNA
e RNA. O 4cido tioguanilico leva a formag#o de trifosfato de tioguanosina e seus
deoxi derivados, os quais podem ser incorporados aos acidos nucléicos e produzir
quebras de cromossomos, bem como interferir com a sintese e agdo de co-
enzimas, atuando nos passos iniciais da sintese de novo de purinas (Marino &
Doyle, 1994). A AZA, ao interferir com a mitose das células linféides, afeta,
entdo, a divisdo de linfocitos T e B ativados. A produgdo de anticorpos € a
imunidade mediada por células é inibida pela AZA, entretanto, as tiopurinas
afetam as respostas dependentes de células T mais do que a produgdo de

anticorpos (Mantovani et al., 1994).

A AZA tem uma atividade diferenciada nas células envolvidas na
imunidade natural. Ela tem pouco efeito na atividade das células EN
(Exterminadoras Naturais), ao contrario da CS. As células fagociticas, em

contraste, sdo profundamente afetadas pela AZA. Essa droga inibe a produg@o
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de polimorfos e mondcitos resultando em baixos niveis dessas células na
circulagdo e nos sitios de inflamag8o. A produgdo de monécitos é bloqueada ao
nivel de pré-mondcitos, havendo ainda uma diminuig¢&o na fragdo de mondcitos a
serem recrutados nos locais de inflamagdo. A fungfo dos fagocitos
mononucleares, entretanto, nfdo € substancialmente afetada por sua agfo

antiinflamatdria (Mantovani et al., 1994).

A AZA afeta a resposta imune primaria, mas é de pouca utilidade quando
tenta-se seu uso para reverter uma resposta imune em andamento. O tratamento
imunossupressor deve comecar no dia do transplante, ou dois ou trés dias antes,
nas doses de 3 a 4 mg/Kg/dia. A dose de AZA na prética clinica deve ser
ajustada com base nos sinais de toxicidade, principalmente os efeitos na contagem
dos leucédcitos circulantes. As possiveis complicagdes relacionadas com a
administragdo da AZA, além da supressdo da medula dssea, podem incluir
hepatotoxicidade, alopécia, eritemas cutdneos, febre por drogas, nduseas e
vOomitos (Marino & Doyle, 1994). A depressdo da medula dssea, principal
toxicidade da AZA, geralmente se manifesta com leucopenia, embora também

possa haver anemia, trombocitopenia e sangramento (Barbuto et al., 1998).

10. O Micofenolato Mofetil (CellCept)

O Micofenolato Mofetil (Cell Cept) € uma droga imunossupressora nova,
tendo sido chamada de “droga racionalmente planejada”, uma vez desenvolvida
para atingir um mecanismo especifico para a inibi¢&o da proliferagdo de linf6citos.
Trata-se de uma pro-droga do acido micofenélico (AMF), um inibidor potente dos
linfécitos humanos e produto da fermentagdo de diferentes fungos Penicillium
(Allison & Eugui, 1993; Allison & Eugui, 1994). O Micofenolato Mofetil (MMF)

foi produzido através da esterificagdo do AMF (4cido micofendlico), tendo sido
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escolhido para desenvolvimento como imunossupressor pelo fato de ter,
aproximadamente, duas vezes a biodisponibilidade do AMF em animais. O
CellCept (Micofenolato Mofetil) € o éster 2-morfolinoetil do AMF, cujo nome
quimico é 2-morfolinoeti 1(E)-6-(1,3-dihidro-4-hidroxi-6-metoxi-7 metil-3-o0x0-5
isobenzofuranil)-4-metil-4-hexenoato (CellCept, [1997?]). A figura 08 mostra sua
formula estrutural. O MMF, ap6s administragdo oral ou endovenosa, &
rapidamente convertido para o AMF, que é o metabdlito ativo. O AMF ¢ entdo
metabolizado no figado para GAMF (glucuronideo do &cido micofendlico),
que é o metabdlito inativo. A biodisponibilidade do MMF € de cerca de 94%, com
uma meia vida de 17hs. Sua excregdo € renal (CellCept, [1997]; Bullingham et al.,
1996).

O AMF € um inibidor potente, seletivo, ndo competitivo e reversivel da
inosina monofosfato desidrogenase (IMPDH), uma importante enzima envolvida
na sintese de novo do nucleotideo guanosina, a principal via utilizada pelos
linfocitos T e B (Franklin & Cook, 1969). A inibicdo de IMPDH resulta na
deplecdo de GMP (guanosina monofosfato), que normalmente € fosforilada para a
forma trifosfato (GTP), e entdo convertida para a molécula desoxi (dGTP), a qual
¢ incorporada ao DNA pela DNA polimerase. A deplegdo de GMP (e
conseqiientemente de GTP e dGTP) altera a sintese do DNA, exercendo, assim,
um efeito anti-proliferativo e citostatico sobre os linfécitos. O AMF, entretanto,
nfio se incorpora ao DNA. Os linfécitos T e B séo criticamente dependentes da
via de novo para sua proliferagdo, enquanto que outros tipos celulares podem usar
as vias de salvamento para a sintese de purinas (CellCept, [199?]; Allison &
Eugui, 1993; Allison & Eugui, 1994). O AMF inibe ainda a formacdo de
anticorpos pelos linfécitos B (Eugui et al., 1991a). Uma outra fun¢do do AMF € o
bloqueio da glicosilagdo de proteinas de membrana, ou moléculas de adeséo de

linfécitos e mondcitos, as quais estdo envolvidas na adesdo intercelular as
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Figura 08: Formula estrutural do Micofenolato Mofetil.
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células endoteliais e as células alvo. Uma das glicoproteinas de membrana de
linfocitos afetada € a VLA-4 (a4B1), que € o ligante para a molécula 1 de adesdo
da célula vascular (VCAM-1 ou Vascular Adhesion Molecule-1), envolvidas na
adesdo intercelular. Com isso, ha uma diminui¢do da adesdo de leucécitos ao
endotélio vascular, diminuindo sua migragfio para os locais de inflamac¢io e
rejeicdo de enxerto (Albelda & Buck, 1990; Elices et al., 1990; Allison et al.,
1993; Allison & Eugui, 1993; Noronha et al., 1997).

Estudos tém mostrado ser o AMF um potente inibidor da proliferagdo das
células da linhagem monocitica, induzindo a diferenciéqio e podendo diminuir a
produgdo de citocinas por este tipo de célula no decorrer do tempo (Allison &
Eugui, 1993; CellCept, [1997]). O micofenolato mofetil parece ndo depletar GTP
em neutrofilos, ndo afetando assim a resposta dos neutrdéfilos humanos a
quimiotaxia, bem como sua capacidade de produzir super6xido e matar bactérias

(Allison & Eugui, 1993; Allison & Eugui, 1994).

Em relagdo a toxicologia, os principais sistemas de 6rgdos afetados nos
estudos cronicos e sub-cronicos em camundongos, ratos, cdes € macacos, foram
os tecidos hematopoiético e linféide. A toxicidade hematopoiética foi mais
evidenciada por contagens diminuidas de eritrocitos em roedores e contagens
diminuidas de linfécitos em néo-roedores. O AMF ndo mostrou-se tumorigénico
em estudos com ratos e camundongos, nem demonstrou atividade genotoxica em
modelos experimentais (in vivo e in vitro), mas apresentou efeitos teratogénicos
em ratos e coelhos (CellCept, [1997]; Allison & Eugui, 1994). Os principais
efeitos colaterais do CellCept observados em estudos clinicos multicéntricos
foram hematoldgicos, gastrointestinais e infecgdes, ndo tendo se mostrado
nefrotoxico (Vanrenterghem, 1997; Zanker et al, 1998). Em  estudos

controlados, apenas 1% dos pacientes recebendo  CellCept desenvolveu
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doenga linfoproliferativa ou linfoma. Além disso, até 2% dos pacientes
desenvolveram neutropenia grave. Os principais efeitos adversos associados com
a administragdo do MMF incluiram diarréia, leucopenia, septicemia (geralmente

viremia por CMV), vOmitos e uma frequéncia mais alta de certos tipos de

infecgdo (CellCept, [1997]).

Estudos clinicos tém demonstrado que o CellCept, em combina¢io com
corticosterdides e CS, reduz a incidéncia de rejeicdo de enxertos renais, durante
os primeiros seis meses apds o transplante, tendo sido usada nesses esquemas
triplices em substituicio a8 AZA, principalmente devido a intolerdncia & mesma.
Em conjunto com corticdide, pode ser uma alternativa para pacientes com
intolerancia a Ciclosporina. A dose de 3 g/dia, por sua vez, tem-se mostrado
segura e eficaz, nfo podendo ser estabelecida, entretanto, nenhuma vantagem de
eficacia comparada com uma dose de 2 g/dia. Pacientes recebendo a dose de 2
g/dia demonstraram um perfil geral de seguranga melhor do que aqueles
recebendo 3 g/dia (CellCept, [1997]; Sollinger et al., 1992; Placebo, 1995;
Vanrenterghem, 1997; Noronha et al.,, 1997; van Gelder et al.,, 1997). Em um
estudo experimental em ratos, desenvolvido na Finldndia (Martelius et al., 1997),
a dose de 20 mg/Kg/dia ip. de CellCept como monoterapia diminuiu
significativamente a ativagdo imune do processo de rejeigdo de transplante
hepatico em um modelo desenvolvido em rato, embora sendo menos efetivo que

o tratamento convencional triplo (CS, AZA e MP).
O Micofenolato Mofetil (CellCept) € entdo um imunossupressor novo que

inibe seletivamente a proliferagdo de linfocitos e causa uma diminuigdio na

expressdo de moléculas de adesdo in vitro (Eugui et al., 1991b).
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OBJETIVOS

Como visto anteriormente, a resposta imunologica antitumoral é semelhante
4 imunologia contra transplantes (Roitt, 1992a), tendo sido observado que a
incidéncia de tumores € em torno de 25 vezes maior nos receptores de

transplantes que na populag@o em geral (Fraumeni & Hoover, 1977).

Utilizando um tumor de rato, de baixo indice metastatico e possivelmente
imunogénico, o tumor T.E.G.S. 2047, idealizamos um experimento com o
objetivo de detectar as possiveis influéncias da imunossupressdo induzida pela
Ciclosporina, no desenvolvimento de metéstases originadas dessa neoplasia, em
ratos Wistar, comparando-a com outras drogas imunossupressoras. A
Ciclosporina ¢ uma droga especifica que atua nos eventos celulares iniciais da
resposta imunoldgica. Para tanto, a nossa pesquisa se propds aos seguintes

objetivos:
1. Objetivos Gerais:

Avaliar a interferéncia de imunossupressores no desenvolvimento de
metéstases em ratos inoculados com um fibrohistiocitoma maligno de baixo indice
metastatico.

2. Objetivos Especificos:

2.1. Avaliar a interferéncia da Ciclosporina no desenvolvimento de metastases

em animais inoculados com linhagem celular do tumor T.E.G.S. 2047,

2.2. Comparar a agdo da Ciclosporina no desenvolvimento de metastases com
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outras drogas utilizadas em transplantes de 6rgéios e doengas auto-imunes,
consideradas “drogas imunossupressoras convencionais”, como a

Azatioprina e a Metilprednisolona.

2.3. Avaliar a influéncia no desenvolvimento de metastases de um novo agente

24.

2.

imunossupressor, 0 Micofenolato mofetil (CellCept) que ¢ considerado uma
droga “racionalmente planejada” para atuar sobre os linfocitos, fazendo um

paralelo com a Ciclosporina.

Avaliar a curva de crescimento tumoral nos animais inoculados com a
linhagem FHM do tumor T.E.G.S. 2047 e tratados com as drogas
imunossupressoras, em comparagdo aos tumores dos animais que
receberam somente as células FHM (nfo receberam tratamento

imunossupressor).

Avaliagdo dos indices leucocitdrios em sangue periférico em animais
inoculados com a linhagem FHM do tumor T.E.G.S. 2047 e tratados
com as drogas imunossupressoras, em compara¢do aos animais que
receberam somente as células FHM (nfio receberam tratamento

imunossupressor).
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MATERIAL E METODOS

1. Reagentes e Solugdes

Agua: As solugBes foram preparadas com 4gua tridestilada ou de

preferéncia bidestilada, deionizada e autoclavada.
Alcool 70% (Reagen, Brasil)
Cloranfenicol (Ariston, Brasil): Succinato sédico (Frasco ampola de 1g)
Eosina (Synth, Brasil)
Eter etilico (Synth, Brasil)
Detertec (VETEC, Brasil)
DMSO (Dimetilsulféxido, VETEC, Brasil)
Hematoxilina (Reagen, Brasil)
Forlmaldeido (Reagen, Brasil)
Alcool etilico (Reagen, Brasil)
Alcool iodado (Reagen, Brasil)
Gentamicina (10Lmg/mL, GIBCO BRL, USA)
Penicilina potassica (1.000.000 UI; MEGAPEN-1, Brasil)
Fugizon (Anfotericina B 50 mg, Bristol-Myers-Squibb, Indistria Brasileira)
Bicarbonato de sddio (Reagen, Brasil)
Hidréxido de Sédio (CINETICA QUIMICA LTDA)
Solugdo Salina Tamponada de Fosfato (PBS)
Tripsina 2,5% (GIBCO BRL)
Solugdo de Ringer com Lactato de Sédio (Quimica Farmacéutica Gaspar
Viana, Brasil): Frasco com 500 mL, cada 100 mL contendo Cloreto de Sédio

0,6g; Cloreto de Potassio 0,03g; Cloreto de Calcio 2H,0 0,02g e Lactato de
Sddio 0,31g.
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Soro Fetal Bovino (500 mL, Cultilab mat. Cel. LTDA, Campinas, SP,
Brasil)

Meio RPMI 1640 com L-glutamina e 25 mM tampdo HEPES, sem
bicarbonato de sédio (GIBCO BRL, USA)

2. Preparacéo das Solugdes Utilizadas na Cultura de Células:

2. 1 Penicilina
A dose de Penicilina utilizada foi de 75.000 UI/500mL de meio RPMI. Para
tanto, o sal de Penicilina foi dissolvido em PBS estéril a fim de se obter um
“stock” de penicilina na concentragdo de 500.000 U/mL, mantido a 4°C. As
75.000 UI de Penicilina eram obtidas em 150 pL da solugdo anteriormente

preparada, sendo entdo adicionadas a 500 mL de meio, quando apropriado.

2. 2 Gentamicina
A dose de Gentamicina utilizada era de 26 pg/500 mL de meio RPMI.
Dessa maneira, o frasco de Gentamicina de 10 mg/mL foi diluido para uma
solugdo de 1 mg/mL, a qual foi estocada a 4°C. Para obter-se as 26 ug, utilizou-se

26 pL dessa solugdo, os quais eram adicionados em 500 mL de meio quando

apropriado.

2. 3 Fugizon
A dose de Fugizon utilizada foi de 1,25 pg/500 mL de meio RPMI. O
frasco com 50 mg era diluido em agua bidestilada e deionizada para 5 mg/mL, e
estocada a 4°C. Para obter-se as 1,25 pg de Fugizon, utilizou-se 250 pl dessa

solugdo, os quais eram adicionados em 500 mL de meio quando apropriado.
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2. 4 Bicarbonato de Sédio
Foi preparada uma solu¢cdo de bicarbonato de sodio a 7,5%, através da
dissolugdo de 7,5 g de NaHCO; em 100 mL de agua destilada. A solugdo foi
filtrada em uma membrana de milipore e estocada a 4°C. Foi utilizado 30 mL para

cada litro de meio RPMI.

2. 5 Hidroxido de Sédio
Foi preparada uma solugdo a 1IN, sendo adicionado 6,4 mL para cada litro

de meio RPML.

2. 6 Soro Fetal Bovino (SFB)

O soro foi estocado a -20°C em frascos de 100 mL. Quando necessario, os
frascos eram descongelados e adicionados ao meio a fim de se obter uma
concentragdo final de 10% de SFB no meio, ou seja, 1 mL de SFB para cada mL
de meio RPML.

2. 7 Solucao Salina Tamponada (PBS)
Foi obtida através da dissolugdo de um envelope de PBS para cada 1000
mL de agua bidestilada e deionizada, esterilizada por autoclavagdo a 120°C por
30 minutos, sendo retirado 1 mL para testes de esterilizagdo e estocada a 4°C até

0 S€u uso.

2. 8 Tripsina
Adicionou-se 0,125g de EDTA a 450 mL de PBS, sendo a solucdo
autoclavada por 20 minutos. A essa solugdo PBS/EDTA foi adicionado 50 mL de
uma solugdo estéril de tripsina a 2,5%, obtendo-se uma concentragdo final de
tripsina a 0,25%. A solugdo estéril final de Tripsina/EDTA/PBS foi estocada a
4°C em aliquotas de 100 mL.
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3. Meio de Cultura

O meio RPMI 1640 foi adquirido em envelopes de 10 gramas da GIBCO
BRL, contendo glutamina e HEPES, sendo dissolvido em 1000 mL de 4gua
bidestilada, deionizada e esterilizada em autoclave. A essa solugfo foi adicionado
entdo 3,2 mL de NaOH IN. O meio foi entfio aliquotado em garrafas de 500 mL,
para posterior utilizaggo, e estocado a 20°C. Quando necessario, 500 mL de meio
eram descongelados em banho maria a 37°C e suplementados com 15 mL de
NaHCO3 (a 7,5%), com 150 pL de Penicilina (a 5000.000 UI/mL), 26 pL de
Gentamicina (a 1 mg/mL), com 250 pL de Fugizon (a 5 mg/mL), e filtrados por
sucgdo em membrana de milipore em um filtro NALGENE. Apés a filtragdo, foi
adicionado 10% de Soro Bovino Fetal (50 mL) ao meio estéril, sendo retirada uma

aliquota de 1 mL para realizag@o de teste de esterilidade em uma estufa a 37°C.

4. Fluxo Laminar

A sala de cultura de células foi mantida isolada dos outros compartimentos
do laboratério. Quando nfo estava em uso, mantinha-se ligada uma luz
ultravioleta na mesma. A capela de fluxo laminar é constituida por um gabinete
principal, dentro do qual circula uma cortina de ar horizontalmente, o qual
passava por um filtro do tipo “High Efficiency Particulate Air” (HEPA). Esse
filtro, que retém particulas de até 0,3 mm, tendo o ar portanto grande pureza,
formou um ambiente onde foi possivel trabalhar em condi¢Ges otimas de

esterilidade.
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5. Frascos de Cultura

A manutencdo das células foi realizada em frascos de cultura de células
descartaveis, que podiam ser do tipo T25, com 4rea de crescimento de 25 cm?
para um volume de 7 mL; e T75, com 4rea de crescimento 75 cm’ para um

volume de 20 mL, ambos da CORNING.

6. Vidraria

Becher de 10, 50 e 100 mL (Pyrex, USA)

Erlenmeyer 250 mL (Pyrex, USA)

Pipetas 1, 5, 10 mL (LABORGLAS, Brasil ou ISLAB, Brasil ou Pyrex,
USA)

Placas de Petri do tipo bacteriologico (Pyrex, USA)

7. Materiais Diversos

Agulhas descartaveis 10 x 5 e 25 x 7 (BD, Brasil ou IBRAS-CBO)

Filtros de membrana millipore para 500 mL (NALGENE, USA)

Laminas (PERFECTA, Ind. Brasileira)

Laminulas (GLASSTECNIA, Ind. Brasileira)

Luvas cirurgicas (Lengruber, Brasil)

Luvas de procedimento (Blowtex, USA)

Material cirtirgico: pinga dente de rato, pinga de dissecgéo, bisturi, tesoura,
trocater (EDLO, Brasil)

Parafina para preparacdo histologica (PARARLAST, Brasil)

Seringas descartaveis de 1, 3, 5 e 20 mL (BD, Brasil)

Filmes de 35 mm para fotos dos animais, e das células em microscopio

6ptico: Kodak Gold ASA 100
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Filmes para fotos das células em microscopio invertido: filme preto e

branco Kodak T400 CN.
8. Equipamentos

Agitador magnético (QUIMIS, Brasil)

Autoclave (Fabbe)

Balanga (tara de 0 a 50 g, d=0,001 g, KERN 430-21, USA)

Balanga para animais (tara de 0 a 2.000 g, Mettler P3, USA)

Banho-Maria (FANEM, Modeio 100, Séo Paulo, Brasil)

Calculadora

Centrifuga (FANEM-Excelsa Baby 1, modelo 206, Sdo Paulo, Brasil)

Contador de Automacdo Técnico H3 (BAYER)

Estufa de Secagem e Esterilizagdo (FANEM, modelo 315 SE, Sdo Paulo,
Brasil)

Estufa de CO, (NUAIRE TS AUTFLOW, USA)

Medidor de pH, Netron (Digimed, Brasil)

Micrétomo (SLEE MAINZ. Alemanha)

Microscopio otico (DIMEX, México)

Microscopio invertido (NIKON, Japdo)

9. Limpeza e Esterilizacdo dos Equipamentos
O material cirtrgico foi lavado em agua corrente, com o uso de detergente.
Ap0s a secagem a temperatura ambiente ou em estufa, foi armazenado em caixas

de ago inoxidavel e embrulhado em papel Kraft (pardo). A esterilizagéo foi feita

em autoclave a uma temperatura de 120°C durante 45 minutos a 2 atm.
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A vidraria, depois de usada, foi lavada imediatamente em 4gua corrente e
imersa em solugdo de DETERTEC por 2 horas. Apds esse tempo, foi imersa em
agua destilada por 1 hora, e entfo seca a temperatura ambiente. O material foi
embrulhado em papel Kraft (pardo) e levado ao autoclave a uma temperatura de
120°C durante 45 minutos a 2 atm. As pipetas, apds lavadas em 4gua corrente
foram imersas em DETERTEC por 48 horas, sendo ento imersas em um lavador
“Permution” por 2 horas. Apos esse tempo, eram imersas em 4gua destilada por 1
hora e, finalmente secas & temperatura ambiente, guarnecidas com algoddo em
rama, adicionadas em tubos de acgo inoxidédvel e levadas ao autoclave nas mesmas
condi¢des descritas acima. Apds autoclavadas, as pipetas foram mantidas em

estufa a uma temperatura de 170°C.

Os frascos de cultura foram descartados apés serem aspergidos

internamente com formol.
10. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 4 a 6 semanas de nascidos,
pesando entre 100 e 120g, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Cearé. Estes animais foram divididos aleatoriamente em grupos de 10
animais cada. Todos os animais foram mantidos em gaiolas de ago inoxidavel,

recebendo, na parte superior, agua “ad libitum” e ragdo balanceada (Fri-Ribe

Ratos)
11. Tumor T.E.G.S. 2047

O tumor utilizado foi o T.E.G.S. 2047 surgido espontaneamente em um rato

Wistar do sexo masculino do biotério do Departamento de Patologia e Medicina
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Legal da UFC (Bezerra de Araujo et al., 1980) e que, desde entdo, vem sendo
mantido no laboratdrio de Oncologia Experimental do Departamento de Fisiologia

e Farmacologia da UFC através de transplantes subcutineos e cultura de células.
12. Técnica de Transplante do Tumor para Manutencéo in vivo

Escolhia-se um animal doador com 10 a 14 dias de evolugdo do tumor
T.E.G.S. 2047, que era sacrificado por inalagéio de éter etilico. O animal era
colocado sobre uma bandeja estéril em uma capela de transplante, sendo feita uma
antissepsia da pele com élcool iodado. Mediante uma inciséo na pele que recobre
o tumor, o mesmo foi completamento excisado, utilizando um conjunto de
material cirurgico. O tumor foi entfio colocado em uma placa de Petri contendo
10 mL de Ringer com lactato e 1 mL de cloranfenicol (100 mg/mL) onde foi
lavado para retirar o excesso de sangue, bem como os debris e areas de necrose
tumoral. Os fragmentos tumorais limpos foram tranferidos para uma outra placa
de Petri contendo uma solu¢do de 10 mL de Ringer com lactato e 1 mL de
cloranfenicol (100 mg/mL), onde foram recortados fragmentos com tamanho
aproximado de 0,5 x 0,5 cm. A solugfio de Ringer com lactato foi usada com a
finalidade de manter as células neoplasicas com vitalidade, e o cloranfenicol foi

adicionado na intengdo de inibir a proliferacdo bacteriana.

Os animais receptores foram anestesiados com éter etilico e colocados em
uma outra bandeja estéril. Uma antissepsia da pele do animal foi realizada com
alcool etilico a 70%. Por meio de um trocater (Hamburger & Fishman, 1953)
introduzido na regifo lombar de cada animal receptor, em diregdo a regifo axilar,
e em seu espago subcutineo, injetou-se cerca de 6 fragmentos tumorais. Fazia-se

entdo uma antissepsia no local da introdugdo do trocater, e os animais receptores
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(cerca de 5) eram mantidos em gaiolas recebendo agua “ad libitum” e ragéo

balanceada.
13. Células

A linhagem FHM foi obtida a partir da cultura primaria do fibro-
histiocitoma experimental T.E.G.S. 2047.

13. 1 Cultura Primaria

Escolheu-se para a cultura primdria um animal doador previamente
inoculado com o tumor T.E.G.S. 2047 pela técnica do trocater (Hamburger &
Fishman, 1953) e com, aproximadamente, 15 dias de evolugdo tumoral. O animal
foi sacrificado por deslocamento cervical, seguido de assepsia e transferéncia para
um ambiente estéril de uma capela de fluxo laminar. Neste ambiente estéril, o
tumor foi removido, utilizando-se para tal dois conjuntos de materiais cirirgicos
previamente autoclavados. Apds a exérese, o tumor foi colocado em uma placa de
Petri contendo PBS, onde foi lavado para retirar o excesso de sangue e retirados
os debris e areas de necrose tumoral. Os fragmentos tumorais foram colocados em
uma outra placa de Petri contendo uma solugdo de tripsina a 0,125% onde foi
iniciada a desagregagfo mecanica utilizando bisturi e pinga. O macerado tumoral
resultante foi entdo colocado junto com a tripsina em um Erlenmeyer com bala
magnética e submetido a um agitador mecanico a aproximadamente 50 rpm por 5
minutos. O sobrenadante obtido foi colocado em um tubo “Falcon” de 15 mL
contendo meio RPMI completo (com soro bovino fetal), na propor¢do de 1:3, para
neutralizar a atividade enzimatica da tripsina. A suspenséo de células, em seguida,
foi submetida a uma centrifugagéo a 100 rpm por 2 minutos, obtendo-se assim um

“pellet” que foi ressuspendido em 5 mI. de meio. As células foram entdo
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plaqueadas em frascos de cultura de 25 cm?® Os frascos foram mantidos em uma
estufa em uma atmosfera de 5% de CO, e a 37°C. Transcorridas as 24 horas, foi
procedida a troca do meio de cultura para retirar as células no aderidas. Quando
confluentes, as células eram repicadas para frascos de 75cm’ a fim de expandir a
cultura para se obter o niimero de células necessério para o experimento (1 x 10%/

para cada animal a ser inoculado).
13. 2 Manutencéo das Culturas

A manuteng¢do da linhagem FHM do tumor T.E.G.S. 2047 foi feita em meio
RPMI 1640 suplementado com soro fetal bovino a 10%, Gentamicina, Penicilina
e Fugisone, em uma atmosfera de 5% CO, a 37°C. As células foram mantidas em
frascos de pléstico descartdveis, cuja capacidade variou de acordo com o uso a
que se destinavam (25 ou 75 cm?). Se o objetivo era expandir as células para
inoculagdo, utilizava-se o frasco 75 cm? se era apenas para manté-las em cultura,
utilizava-se o de 25 cm®. A freqiiéncia de repicagem, que se dava em ambiente
estéril de um fluxo laminar, variou dependendo da quantidade de células em cada
frasco, geralmente a cada 3 dias. A repicagem das células consistia em
tripsinizagdo de uma monocamada confluente. Procedia-se descartando o meio
RPMI do frasco de cultura em um expurgo contendo 5 mL de solugdo de formol.
As células foram entdo, cuidadosamente lavadas com 5 mL de PBS para retirar o
meio remanescente além de células mortas. Adicionava-se a cultura um pequeno
volume (1 mL para frascos de 25 cm® e 3 mL para frascos de 75cm®) de tripsina a
0,125% deixando-a agir por 1 minuto. Apés esse periodo, procedia-se a agitagdo
do frasco, fora do fluxo laminar, para as células se destacarem, o que podia ser
visualizado em um microscopio invertido de contraste de fase. Em ambiente
estéril, novamente, adicionava-se meio RPMI completo na proporgéo de 1:3, para

neutralizar a atividade enzimatica da tripsina. A suspensdo de células
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resultante foi levada a um tubo “Falcon” de 15 mL, sendo centrifugada a 100 rpm
por 2 minutos, obtendo-se assim um “pellet”. O sobrenadante foi descartado € o
“pellet” ressuspendido em 5 mL de RPMI. As células foram contadas e
quantidades apropriadas foram repicadas para novos frascos de cultura contendo
meio. Esses frascos contendo as células foram entfio levados para uma estufa de
CO? a uma atmosfera a 37°C onde deviam permanecer com a tampa semi-

rosqueada para permitir a troca de gases.
13. 3 Observacéo das Células
13. 3. a Microscépio de Contraste de Fase

As células em crescimento foram observadas rotineiramente em um
microscopio invertido de contraste de fase, e quando necessério, fotografadas em

filme preto e branco Kodak T400 CN, usando uma cdmara Nikon.
13. 3. b Microscopia Optica

Para a observago de mais detalhes, algumas células foram cultivadas em
laminas de vidro mantidas dentro de placas de Petri contendo meio RPMI. O
espacgo entre a base e a tampa da placa foi selado com uma fita cirurgica de
micropore, 0 que permitia a troca de gases, reduzindo, contudo, a passagem de
esporos de fungos. As células cresciam sobre a ldmina e em éareas da placa ao
redor da mesma. Apds um tempo de cultivo, a 1dmina foi retirada da placa de Petri
e fixada em uma solugdo de alcool a 80% por 10 minutos. Apos esse tempo, a
lamina foi removida e lavada em uma seqiiéncia de 3 recipientes contendo xilol
100%, agua corrente e 3 recipientes com alcool 100%. As ldminas foram entdo

coradas em hematoxilina por 10 minutos, lavadas em agua corrente e
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colocadas em um recipiente com dgua estéril por 10 minutos. Em seguida, foi feita
a coloragéo com eosina, por 30 segundos, e posterior lavagem, em uma seqiiéncia
de passagens por agua corrente, 3 recipientes com alcool a 100% e 3 recipientes
contendo xilol a 100%. As laminas, quando secas, foram montadas em bélsamo

do Canada. Essas ldminas serviram para estudo e documentagio fotografica da

morfologia dessas células em cultura.
14. Obten¢éao do Indculo Celular

As células isoladas foram obtidas por tripsiniza¢gdo de uma monocamada
confluente, em ambiente estéril de fluxo laminar como descrito anteriormente. O
“pellet” obtido, entretanto, foi ressuspendido em 3 mL de PBS. Uma amostra de
20 uL foi retirada para contagem das células em uma cdmara de Neubauer a fim

de se poder diluir a suspensdo celular na concentragdio 1x10° células /mL de PBS.

14. 1 Contagem das Células

A contagem era feita nos quatro quadrantes da cidmara de Neubauer,
observada em um microscopio Optico binocular. O resultado foi obtido
calculando-se a média aritmética do niimero de células dos quatro quadrantes, que

multiplicado por 10* representava a quantidade de células em cada mL da

suspensao.
15. Armazenamento das Células

Alguns frascos de cultura tiveram as suas células estocadas em nitrogénio
liquido para uso no experimento seguinte. As células a serem congeladas

foram tripsinizadas, como descrito anteriormente, e ressuspendidas a uma
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concentragdo 1 a 2 x 10° células/mL em meio RPMI suplementado com 10% de
dimetil sulféxido (DMSO). Aliquotas de 1 mL dessa suspens@o celular foram
dispensadas em pequenas ampolas de plastico com tampa rosqueada e
armazenadas, por 24 horas, em freezer a uma temperatura de -70:C. Apoés esse
periodo, as ampolas foram transferidas para o tanque de armazenamento do
nitrogénio liquido, em lotes de 2 a 6 ampolas, e mantidas a -195°C. O
descongelamento das células quando necessario, era feito o mais rapido possivel
por agitagdo da ampola em banho maria a 37°C. A suspenséo de células era entfo
transferida para um tubo “Falcon” de 15 mL contendo 5 mL de PBS, e
centrifugada a 100 rpm por 2 minutos. O sobrenadante era entdo descartado € o
“pellet” ressuspendido em meio RPMI e distribuidos em frascos de cultura como
previamente descrito. A manutengfio posterior dessas células foi feita em

conformidade com a técnica descrita anteriormente.
16. Tumores

Foram obtidos a partir da inoculagiio, em cada rato, de 1 x 10° células da
linhagem FHM em suspensfo em 1 mL de PBS, as quais foram inoculadas via
subcutinea (s.c.), proximo a regido axilar ou no dorso do animal. Usou-se para tal

seringas de 1 mL e agulhas de insulina (10 x 5).
17. Drogas
17. 1 Ciclosporina (CS)

A Ciclosporina foi obtida da Biosintética, Indlstria Brasileira, na
concentracdo de 100 mg/mL, solugdo oral. Ela foi preparada por dissolu¢do em

azeite de oliva e administrada por via subcutinea, na dose de 10 mg/Kg/dia
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por animal. A via s.c. foi escolhida por apresentar maior facilidade de
administragéo, ser bem tolerada pelo animal e por resultar em niveis sangiiineos
constantes e reproduziveis de Ciclosporina, com pequena variagdo sérica,

mantendo assim uma adequada imunossupressdo com minima toxicidade (Wassef
et al., 1985).

A dose de Ciclosporina oral varia entre 7,5-25 mg/Kg/dia em transplantes

humanos (Barbuto et al., 1998).
17. 2 Azatioprina (AZA)

A Azatioprina foi obtidla da EUROFARMA LABORATORIOS LTDA,
Industria Brasileira, com 50 mg cada comprimido. Os. comprimidos de
Azatioprina foram macerados, diluidos em agua destilada e administrados via s.c.

na dose de 4 mg/Kg/dia/animal.

A dose de Azatioprina em transplantes de 6rgéo varia entre 3-4 mg/Kg/dia
em humanos (Marino & Doyle, 1994).

17. 3 Metil-prednisolona (MP)
Foi utilizado o Depo- Medrol, que é o 21-Acetato de Metil-prednisolona,
em suspensdo aqiiosa injetavel com 40 mg/mL em cada frasco, da RHODIA

FARMA LTDA. Industria Brasileira. A Metilprednisolona foi diluida em agua
destilada e administrada via s.c. na dose de 1 mg/Kg/dia.
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A dose de 1 mg/Kg/dia de MP foi escolhida considerando-se que a dose
utilizada de Prednisona em doengas autoimunes em humanos é de 1 mg/Kg/dia, e

levando-se em conta que 5 mg de Prednisona corresponde a 4 mg de

Metilprednisolona (Goldifien, 1998).

17. 4 Micofenolato Mofetil (MMF) ou Cell Cept (CC)

O Micofenolato Mofetil (CellCept) foi obtido da Roche, Industria
Brasileira, com 500 mg cada comprimido. Os comprimidos_de MFM foram
macerados em uma capela de fluxo laminar, devido a sua toxicidade, diluidos em
agua destilada e administrados via s.c. nas doses de 40 mg/Kg/dia ou de
20 mg/Kg/dia.

As doses de 40 mg/Kg/dia e 20 mg/Kg/dia foram obtidas, respectivamente,
a partir das doses de 3 g/dia e 2 g/dia em humanos, considerando-se um adulto de
70 Kg (CellCept, [1997]). A dose de 2 g/dia corresponderia, a aproximadamente
28 mg/Kg/dia, entretanto, utilizamos a dose de 20 mg/Kg/dia por ser a mais
utilizada em modelos experimentais em ratos (Martelius et al., 1997; Miiller et al.,

1998).

As dose de todas as drogas foram obtidas dos intervalos de doses utilizadas

em humanos, comparando-as com as doses usadas em modelos experimentais.
A diluigdo de cada droga foi calculada de acordo com o peso médio dos

animais do grupo a ser tratado, de modo que a dose didria por animal estivesse

contida em 0,5 mL da solugéo.

69



18. Descri¢io do Experimento
18.1 Fase 1

Em uma primeira fase, foram utilizados 2 grupos de 10 animais cada. No
grupo 2 (controle) os animais foram inoculados por via s.c. com as células
tumorais (10° células FHM diluidas em 1mL de PBS) e acompanhados até a
morte. No grupo 1, os animais foram inoculados via s.c. com as células tumorais
(10° células diluidas em 1 mL de PBS), e tratados com CS 10 mg/Kg/dia via s.c.,
iniciando o tratamento 24 horas antes da inoculagéo das células, e continuando afé
a morte do animal. A inoculagdo das células era feita no dorso do animal, em

local diferente ao da administragdio da Ciclosporina.

18. 2 Fase 2

Nesta fase, utilizou-se a mesma metodologia de inoculagdo e tratamento,
da fase anterior, em 4 grupos de 10 animais cada. Os grupos 1, 2 e 3 foram
inoculados via s.c. com as células tumorais (10° células FHM diluidas em 1 mL de
PBS). O grupo 1 foi tratado com CS a 10 mg/Kg/dia via s.c., o grupo 2, com
Azatioprina a 4 mg/Kg/dia via s.c. e o grupo 3, com Metilprednisolona a
1 mg/Kg/dia via s.c.. O tratamento com as respectivas drogas foi iniciado 24 horas
antes da inoculag@io das células, continuando até a morte do animal. O grupo 4
recebeu somente as células tumorais (10° células FHM diluidas em 1 mL de PBS),
funcionando como grupo controle. Ao final de 30 dias, antes do sacrificio dos
animais, foi feita a colheita de sangue (0,5 mL por animal) através de pungdo
intracardiaca. Cada grupo, nessa fase, teve seu experimento repetido de 2 a 3
vezes, de modo que obtivemos 30 animais no grupo 1, 20 animais no grupo 2, 30

animais no grupo 3 e 26 animais no grupo 4.
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18. 3 Fase 3

Esta terceira fase foi realizada em duas etapas, sendo mantida a mesma

metodologia de inoculagdo e tratamento das fases anteriores.

18. 3. a Primeira Etapa

Foram utilizados 2 grupos de 10 animais cada, todos eles inoculados com
as células tumorais via s.c. (10° células FHM diluidas em 1 mL de PBS). O grupo
1 foi tratado com Micofenolato Mofetil (MMF) via s.c. na dose de 40 mg/Kg/dia,
iniciando o tratamento 24 horas antes da inoculagdo das células e prosseguindo

até a morte dos animais. O grupo 2 recebeu somente as células tumorais

funcionando como controle.
18. 3. b Segunda etapa

Em uma segunda etapa, foram também utilizados 2 grupos animais, o 12
com 10 animais e o 2% com 5, ambos os grupos inoculados com as células
tumorais via s.c. (10° células FHM diluidas em 1 mL de PBS). O grupo 1 foi
tratado com MMF na dose de 20 mg/Kg/dia e o grupo 2 recebeu somente as
células tumorais, funcionando como controle. Ao final do experimento, foi

coletado o sangue dos animais para realizagdo do hemograma.

Todos os animais, em todas as fases do experimento, foram observados
diariamente, € os tumores, quando presentes, mensurados a cada 2 dias para
realizagdo de uma curva de crescimento tumoral. O sacrificio dos animais foi
realizado por deslocamento cervical. Todos eles foram necropsiados e tiveram
observados = macroscopicamente o figado, o bago e o pulmfo para a

pesquisa de focos metastaticos. Os o6rgdos com alguma alteragdo ou
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suspeitos eram fixados em formol a 10%, incluidos em parafina, cortados em
micrétomo a espessura de 4 a 6 um, corados pela técnica da Hematoxilina/Eosina
e enviados para andlise microscOpica. Quando necessario, os cortes
histopatologicos eram fotografados em microcdmera Samsung acoplada a um
microscopio Nikon. O tempo em que o sacrificio deveria ser realizado foi
determinado pelo estado geral dos animais, avaliando principalmente a dispnéia e
caquexia, ou o surgimento dos primeiros animais com morte esponténea. A figura

09 mostra uma representaco esquematica da metodologia por nds utilizada.

18. 4 Hemograma

O anticoagulante usado no hemograma foi o EDTA a 1%. Os tubos de
vidro para a colheita do sangue foram instilados com 200 uL de EDTA a 1% e
mantidos em estufa a 37°C, por cerca de 3 dias, para evaporagdo da dgua. Apos
esse periodo, os tubos eram retirados da estufa, e o p6 de EDTA raspado com
uma espétula fina para melhor diluigio com o sangue. Os tubos foram fechados
com tampa de borracha. Apés a colheita do sangue dos animais, os tubos foram
imediatamente encaminhados ao Laboratério Luis Pasteur, onde foi realizado a
contagem das células em um aparelho de automacdo técnico, com posterior

revisdo das laminas.

18. 5 Puncio Intracardiaca

O rato foi anestesiado com éter etilico, mantendo-se um tubo contendo
algumas gotas de éter ao redor das vias aéreas superiores para assegurar 2
anestesia durante o procedimento. O animal foi posicionado com a cabega voltada
para a mio esquerda do experimentador. Com o polegar esquerdo, localizou-se o

ponto de palpitagio méaxima entre a 4%, 5%e 6° costelas. Para colher o sangue,
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Figura 09: Representacio esquematica da metodologia utilizada.
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utilizou-se uma seringa estéril de 3 mL. Uma solugdo de EDTA a 1% foi aspirada
e descartada em um expurgo apenas para “banhar” a seringa. Quando o coragio
foi localizado, com a seringa na mio direita, fez-se a pungfio com a agulha
suavemente adentrando a cavidade tordcica em diregdio ao ponto de palpitagdo
cardiaca, fazendo um 4ngulo de 45° com o eixo longitudinal do rato. Quando o
coragdo podia ser sentido batendo contra a ponta da agulha, a seringa era
empurrada e, uma vez penetrado o ventriculo esquerdo, o sangue jorra para dentro
da seringa, devendo-se entfio aspirar gradualmente 0,5 mL, que foram colocados

nos tubos com EDTA previamente preparados (0,5 mL de sangue para 200 pL de
EDTA 1%). ‘

18. 6 Curva de Crescimento Tumoral

Os valores foram obtidos no decorrer do tratamento através da mensurago,
em dias alternados, dos dois didmetros perpendiculares do tumor. O resultado era
expresso através da média didria dos volumes tumorais dos animais de cada
grupo. Os volumes tumorais (cm®) foram plotados contra o tempo (dias) decorrido
apds a inoculagdo das células. Os volumes totais foram calculados a cada dois

dias segundo a férmula de Steel (1977):

V(em®) = D.d*2

onde D= didmetro maior do tumor ¢ d= didmetro menor do tumor.
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O tempo de duplicago (TD) ou doubling time, que consiste no niimero de
dias necesséarios para que haja duplicacdo do volume tumoral, foi calculado

considerando-se a parte da curva em crescimento exponencial, segundo a formula:

TD (dias)= Nd/n
onde Nd= nimero de dias e n= 3,32 (logV - logVo), e onde Vo= volume tumoral
no inicio da fase log € V= volume tumoral no final da fase log (Freshney, 1987).

19. Analise estatistica

Os volumes tumorais utilizados para obten¢fo da curva de crescimento do
tumor foram expressos em média + erro padrfo. Os indices leucocitarios também
foram expressos em média + erro padrfo. Para avalia¢do da curva de crescimento
da Fase 2 do experimento (CS/ AZA/ MP/ Controle) e para a comparagdo dos
indices leucocitarios, foi realizada andlise de varidncia utilizando Teste de
Dunnet, considerando-se como significativo p< 0,05. Para as demais curvas, foi
realizada anélise de varidncia utilizando tese “t” de Student no pareado, tendo
como significativo p<0,05. A andlise dos indices metastaticos foi feita usando
teste de hipotese de proporgdes, considerando-se a tabela de distribuicio Normal

(N), considerando-se significativo p<0,05.
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RESULTADOS

Nédo foi encontrada nenhuma evidéncia de metastase nos animais

inoculados para manuten¢io do tumor T.E.G.S. 2047.

A cultura priméria do tumor T.E.G.S. 2047 (com aproximadamente 15 dias
de evolugdo) permitiu obter a linhagem celular FHM. A observagio dessas
culturas em microscépio invertido de contraste de fase permitiu evidenciar os dois
tipos celulares descritos por Porto (1996) que compdem o tumor: células
arredondadas e células fusiformes (semelharites a fibroblasto). A figura 10 mostra
uma microfotografia (em microscopio invertido) da linhagem FHM mantida em
cultura. A figura 11 mostra duas microfotografias das células da linhagem FHM

observadas em microscépio 6ptico e coradas com hematoxilina-eosina.

A inoculaggo da suspensdo de 10° células da linhagem FHM, diluidas em 1
mL de PBS, via s.c. no dorso do animal, remontou o tumor T.E.G.S. 2047, como
mostra a  figura 12, apresentando ao exame microscopico as mesmas
caracteristicas histopatologicas descritas por Bezerra de Araujo e colaboradores
(1980), Ribeiro (1987) e Porto (1996). As figuras 13, 14 e 15 mostram
microfotografias de cortes histolégicos do tumor T.E.G.S. 2047.
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Figura 10: Linhagem de células FHM, derivadas do tumor T.E.G.S. 2047,
mantidas em cultura, onde se pode evidenciar os dois tipos celulares que

compdem o tumor: fusiformes, semelhantes a fibroblastos (1) e arredondadas
(2). Microscopio invertido 200X.
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Figura 11: Microfotografia da linhagem de células FHM, derivadas do
tumor T.E.G.S. 2047, mantidas em cultura e posteriormente coradas com
hematoxilina-eosina, onde se pode evidenciar os dois tipos celulares que
compdem o tumor: fusiformes, semelhantes a fibroblastes (1) e
arredondadas (2). (a) HE 100X; (b) HE 400X.
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Figura 12: Rato portador de tumor resultante da inoculacéo de 10° células da
linhagem FHM, via s.c., obtidas a partir da cultura do tumor T.E.G.S. 2047.
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Figura 13: Microfotografia mostrando o padrao histologico do tumor
T.E.G.S 2047.: (a) HE 40; (b) corte histologico mostrando a disposicao das
células ao redor de um vaso, mostrando ainda areas que lembram um
padrao alveolar, HE 100.
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Figura 14: Microfotografia tumor T.E.G.S. 2047, mostrando em: (a) padrao
de células fusiformes, HE 400; e em (b) padrao de células arredondadas, HE
400.
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Figura 15: Microfotografia do tumor T.E.G.S. 2047, mostrando figuras de
mitose: em (a) figura tipica de mitose, HE 1000; em (b) figura de mitose
atipica, HE 1000.
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1. Fase 1
1. 1 Crescimento do Tumor e indice de Pega

O indice de pega dos tumores nos animais do grupo 1 (inoculados com 10°
células FHM e tratados com Ciclosporina 10 mg/Kg/dia) e nos animais do grupo 2
ou controle (inoculados somente com 10° células FHM) foi de 100%, conforme
mostra a tabela 02.

Tabela 02: indice de “pega” dos tumores a partir da inoculagio de 10° células
FH1 via s.c. no dorso dos animais nos grupos da Fase 1 do experimento.

Grupos N* de animais inoculados N® de animais que indice
com 10° células FHM desenvolveram tumor pega

1(CS) 10 10 100%

2 (controle) 10 10 100%

Os tumores cresceram como massas subcutineas, ovéides ou esféricas,
com dimensdes varidveis (figura 16). A necrépsia, apresentavam uma grande 4rea

de necrose central.

Os valores médios dos volumes tumorais observados durante a curva de
crescimento do tumor T.E.G.S. 2047, obtido a partir da inoculagio de 10° células,
nos grupos 1 e 2 encontram-se, respectivamente, nas tabelas 03 e 04. Um
crescimento tumoral significativamente maior foi observado no grupo tratado com
Ciclosporina (grupo 1) em relagdo ao grupo controle (grupo 2), com p< 0,05 no
82 dia ap6s a inoculagio das células, e p<0,01 ao longo da curva a partir do 12°
dia ap6s a inoculagdo das células, conforme mostra a figura 17. O tempo de
duplicagéo do volume tumoral (TD) foi de 6,46 dias/cm’® para o grupo controle,
enquanto que no grupo tratado com Ciclosporina, o TD foi de 6,29

dias/cm?.
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Tabela 03: Valores médios dos diAmetros e volumes do tumor T.E.G.S.
observados nos animais do grupo 1 (inoculados com 10° células FHM, e tratados
com CS 10 mg/Kg/dia) e do grupo 2 ou controle (inoculados com 10° células
FHM) na Fase 1 do experimento, a cada dia de medi¢8io. Os volumes tumorais

foram utilizados para a obtengfio da curva de crescimento do tumor.

Valores médios (volume cm’) dos dois grupos a cada dia de medicédo

Grupo 1 (Ciclosporina) Grupo 2 (Controle)
Dias apés a Volume Nuimero de ‘ Volume Nimero de
transplante (cm®) animais (cm®) animais
04 2,1 +0,094 10
08 42 +0,252 10
12 12 +0,632 10 1,98 +0,158 10
16 20 +1,075 10 34 10,252 10
20 28 +1,011 10 7,8  +0,505 10
24 40 +1,676 10 17,73 +1,075 10
28 4  +1,707 10 26 + 1,359 10
32 46 +1,138 10 35 +1,423 10
36 37 + 1,549 10
40 40 + 1,296 10

(*) Resultados expressos em média + erro padrfo.
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Figura 16: Fotografia de tumores de animais do grupo 2 (controle), abaixo

da régua, e do grupo 1 (tratados com Ciclosporina 10 mg/Kg/dia), acima da
régua. Pode ser evidenciado um tamanho maior para os tumores do grupo
1, no mesmo periodo de tempo.
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Figura 17: Curva de crescimento tumoral dos animais inoculados com
o tumor T.E.G.S. 2047 (10° células da linhagem FHM) e tratados com
Ciclosporina 10 mg/Kg/dia (grupo 1), em relagéo ao controle (grupo 2),
na Fase 1 do experimento. Cada ponto corresponde a média + erro
padrio. (*) P<0,05 comparado ao controle. (**) P<0,01 comparado ao

controle.
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1. 2 Avalia¢do da Presenca de Metastases

Os animais do grupo 1 (inoculados com 10° células FHM, e tratados com
CS 10 mg/Kg/dia) (n=10) foram sacrificados no 32° dia ap6s a inoculagdo das
células FHM, e os do grupo 2 ou controle (inoculados com 10° células FHM)
(n=10) no 40° dia. Apds a necrépsia, foi constatado um indice de 70% dos
animais do grupo tratado com CS (grupo 1) com metdstase pulmonar
macroscopica, enquanto que os animais do grupo controle (grupo 2), embora
inoculados com os mesmos tipos de células, ndo apresentaram nenhuma evidéncia
de metédstase pulmonar ou em nenhum outro 6rgdo examinado, conforme
mostrado na tabela 04 e figura 18. O indice de meté4stase pulmonar nos animais
do grupo 1 foi significativamente maior em relagdo aos animais do grupo controle,
considerando-se p<0,01. As metastases apareciam na maioria dos pulmdes como
nédulos grandes, multiplos, muitas vezes coalescentes, formando verdadeiros
blocos de massa tumoral no pulmdo. A figura 19 mostra a foto de dois pulmées
de animais do grupo 3 com inimeros focos metastaticos. A figura 20 mostra uma
microfotografia de um foco metastatico do tumor T.E.G.S. 2047 em pulmio de

rato inoculado com células FHM (1 X 10° via s.c.) e tratados com Ciclosporina

(10 mg/Kg/dia).

Tabela 04: Numero de animais necropsiados com presenca ou auséncia de
metastase pulmonar na Fase 1 do experimento.

Grupos Animais submetidos a necr6psia
Morte espontinea Sacrificados Incidéncia
n? de animais n° de animais n’ de animais n° de animais metdstases

necropsiados com metistase necropsiados com metdstase

1(CS) =l 10 / 7 10/7 (70%) **

2 (controle) —/— 10 /7 O 10/ 0 (00%)

(**) P<0,01, em comparagdo ao controle.
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Figura 18: Percentual de animais inoculados com o tumor T.E.G.S.
2047 (106 células da linhagem FHM) portadores de metastases no
grupo 1 (tratados com Ciclosporina 10 mg/Kg/dia) e grupo 2
(controle), na Fase 1 do experimento. (*) P<0,01 comparado ao

controle.
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Figura 19: Fotografia de pulmdes de animais inoculados com células FHM
obtidas a partir da cultura primaria do fibrohistiocitoma T.E.G.S. 2047 e
tratados com Ciclosporina na dose de 10 mg/ Kg/ dia.
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Figura 20: Microfotografia de um foco metastatico do tumor T.E.G.S 2047
em pulmio de rato inoculado com 1 x 10° células FHM e tratado com
Ciclosporina 10 mg/Kg/dia. HE 100X.
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2. Fase 2
2. 1 Crescimento do Tumor e indice de Pega

A tabela 05 mostra que o indice de pega dos tumores foi de 100% nos
animais do grupo 1 (inoculados com 10° células FHM e tratados com Ciclosporina
10 mg/Kg/dia), grupo 2 (inoculados com 10° células FHM e tratados com
Azatioprina 4 mg/Kg/dia) e grupo 3 (inoculados com 10° células FHM e tratados
com Metilprednisolona 1 mg/Kg/dia). No grupo 4 (controle, inoculado com 10°
células FHM), o indice foi de 73%.

Tabela 05: Indice de pega dos tumores a partir da inoculaggo de 10 células FHM
via s.c. no dorso dos animais nos grupos da Fase 2 do experimento.

Grupos N? de animais inoculados N? de animais que indice
com 10° células FHM desenvolveram tumor pega

1(CS) 30 30 100%

2 (AZA) 20 20 100%

3 (MP) 30 30 100%

4 (Controle) 26 19 73%

Os valores médios dos volumes e didmetros observados no tumor T.E.G.S.
2047 obtidos durante a curva de crescimento dos animais nos grupos 1, 2, 3 e 4
encontram-se, respectivamente, nas tabelas 06, 07, 08 e 09. A tabela 10 faz uma
comparagdo dos volumes observados a cada dia de medigdo nos quatro grupos.
As curvas de crescimento tiveram inicio por volta do 122 dia apds a inoculagdo

das células tumorais. Um crescimento tumoral significativamente maior foi

21

-



observado, a partir do 14° dia, nos animais do grupo tratado com Ciclosporina
(grupo 1) em relag@o aos animais do grupo controle (grupo 4), bem como aos
animais dos grupos tratados com Azatioprina (grupo 2) e Metilprednisolona
(grupo 3), considerando-se significativo p<0,05 para o 14 dia, e p<0,01 ao longo
da curva a partir do 162 dia. Os animais do grupo tratado com Metilprednisolona
(grupo 3) mostraram um maior crescimento tumoral em relagdo ao grupo controle
€ ao grupo tratado com Azatioprina (grupo 2) apds o 18° dia de inoculagio das
células (p<0,05). Os animais do grupo tratado com Azatioprina (grupo 2) nfo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) no volume tumoral
em relagédo ao grupo controle. A figura 21 mostra as curvas de crescimento dos
quatro grupos. O tempo de duplicagdo (TD) do volume tumoral foi de 2,69
dias/cm’ para o grupo controle (grupo 4), enquanto que no grupo tratado com CS
(Grupo 1) foi de 2,22 dias/cm’, no tratado com Azatioprina (grupo 2) foi de 2,82
dias/cm’ e no tratado com Metilprednisolona (grupo 3) foi de 2,74 dias/cm’.
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Tabela 06: Valores médios dos didmetros e volumes do tumor T.E.G.S.
observados nos animais do grupo 1 (inoculados com 10° células FHM e tratados
com CS 10 mg/Kg/dia) na Fase 2 do experimento, a cada dia de medigo. Os
volumes tumorais foram utilizados para a obtengdo da curva de crescimento do

tumor. (*)
Valores médios do grupo a cada dia de medicéo
Dias apds a Diametro Didmetro Volume Nimero de
inoculagiio maior (cm®) menor (cm’) (cm®) animais
das células
12 1,98 1,4 1,97 10
+ 0,098 + 0,042 +0,172
14 2,8 1.8 4,608 10
+0,134 + 0,089 +0,474
16 3,78 | 2,27 10,023 10
+ 0,209 + 0,091 + 1,025
18 4,43 2,89 19,628 10
+0,213 +0,216 + 3,185
20 5,25 335 30,962 10
+ 0,245 + 0,201 + 4,466
22 5,87 3,82 44,778 10
+0,343 + 0,165 + 5,868

(*) Resultados expressos em média + erro padréo.
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Tabela 07: Valores médios dos didmetros e volumes do tumor T.E.G.S.
observados nos animais do grupo 2 (inoculados com 10° células FHM e tratados
com Azatioprina 4 mg/Kg/dia) na Fase 2 do experimento, a cada dia de medig#o.
Os volumes tumorais foram utilizados para a obtengfo da curva de crescimento do
tumor. (*)

Valores médios do grupo a cada dia de medicédo

Dias apés a - Didmetro Diametro Volume Nimero de
inoculagdo maior (cm®) menor (cm’) (cm®) animais
das células

12 1,575 1,031 0,865 8
+ 0,072 + 0,05 + 0,096

14 2,011 1,272 1,931 8
+ 0,161 + 0,125 +0,394

16 2,475 1,487 3,183 8
+0,255 +0,134 + 0,637

18 2,687 1,625 4,251 8
+0,288 + 0,161 + 0,998

20 3,262 1,887 6,782 8
+0,373 + 0,161 + 1,678

22 3,812 2,161 10,113 8
+ 0,495 +0,143 +2,347

(*) Resultados expressos em média + erro padrdo.
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Tabela 08: Valores médios dos didmetros e volumes do tumor T.E.G.S.
observados nos animais do grupo 3 (inoculados com 10° células FHM e tratados
com Metilprednisolona 1 mg/Kg/dia) na Fase 2 do experimento, a cada dia de

medigéo. Os volumes tumorais foram utilizados para a obten¢do da curva de
crescimento do tumor. (*)

Valores médios do grupo a cada dia de medigéiio

Dias apés a Didmetro Didmetro Volume Nimero de

Inoculagiio maior (cm®) menor (cm’) (cm®) animais
das células

12 1,54 1,24 1,415 10
+0,116 +0,119 + 0,354

14 2,06 1,42 2,167 10
+0,141 + 0,086 + 0,303

16 2,86 1,78 4,697 10
+ 0,201 + 0,094 + 0,601

18 3,32 1,94 6,523 10
+ 0,233 +0,122 + 0,945

20 3,9 2,4 12, 099 10
+ 0,301 + 0,152 +2,257

22 4,344 2,666 17,703 9
+ 0,325 + 0,266 +4,69

(*) Resultados expressos em média + erro padréo.
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Tabela 09: Valores médios dos didmetros e volumes do tumor T.E.G.S.
observados nos animais do grupo 4 (inoculados com 10° células FHM, controle)
na Fase 2 do experimento, a cada dia de medi¢do. Os volumes tumorais foram
utilizados para a obtengéo da curva de crescimento do tumor.

Valores médios do grupo a cada dia de medi¢io

Dias apés a Didmetro Diametro Volume Nimero de
inoculagéio maior (cm®) menor (cm’) (cm’) animais
das células
12 1,414 0,768 0,449 7
+ 0,233 + 0,033 +0,1
14 1,442 1,142 1,018 7
+ 0,321 + 0,089 +0,198
16 2,128 1,471 2,409 7
+0,134 +0,118 + 0,398
18 2,471 1,514 3,133 7
+ 0,202 + 0,143 + 0,772
20 3,08 1,783 5,032 6
+ 0,249 +0,11 + 0,747
22 3,3 1,8 5,888 6
+ 0,476 + 0,131 + 1,411

(*) Resultados expressos em média + erro padréo.
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Tabela 10: Comparagéo entre os valores médios dos volumes do tumor T.E.G.S.
observados nos animais dos quatro grupos experimentais na Fase 2 do
experimento, a cada dia de medi¢do. Os volumes tumorais foram utilizados para a

obtengdo da curva de crescimento do tumor. (*)

Valores médios (volume cm®) dos quatro grupos a cada dia de medigio

Dias apés a Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
inoculacio Ciclosporina Azatioprina Metilprednisolona Controle
das células
12 1,97 0,865 1,415 0,449
+0,172 '+ 0,096 + 0,354 +0,1
14 4,608 1,931 2,167 1,018
+ 0,474 + 0,394 + 0,303 +0,198
16 10,023 3,183 4,697 2,409
+ 1,025 + 0,637 + 0,601 + 0,398
18 19,628 4,251 6,523 3,133
- +3,185 + 0,998 + 0,945 +0,772
20 30,962 6,782 12,099 5,032
+ 4,466 +1,678 +2,257 + 0,747
22 44,778 10,113 17,703 5,888
+ 5,868 + 2,347 + 4,69 + 1,411

(*) Resultados expressos em média + erro padréo.
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Figura 21: Curva de crescimento tumoral dos animais inoculados com
o tumor T.E.G.S. 2047 (106 células da linhagem FHM) e tratados com
Ciclosporina 10 mg/Kg/dia (grupo 1), Azatioprina 4 mg/Kg/dia (grupo
2) e Metilprednisolona 1 mg/Kg/dia (grupo 3), em relagio ao controle
(grupo 4), na Fase 2 do experimento. Cada ponto corresponde a média
+ erro padrdo. (¥) P<0,05 comparado ao controle. **) P<0,01
comparado ao controle. (a) P<0,05 comparado a AZA. (b) P<0,05

comparado a MP.
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2. 2 Avaliaciio da Presenca de Metastases

Entre os animais do grupo 1 (inoculados com 10° células FHM e tratados
com Ciclosporina 10 mg/Kg/dia) (n=30), 11 morreram espontaneamente entre o
152 e 26° dia ap0s a inoculagdo das células tumorais. Foram necropsiados 4
desses 11 animais, séndo observada a presenca de metéastase pulmonar em todos
eles. Os 7 animais restantes, entretanto, foram encontrados sem condigdes de

necrdpsia, devido ao estado de decomposigéo.

Em relagfio aos animais do grupo 2 (inoculados com 10° células FHM e
tratados com Azatioprina 4 mg/Kg/dia) (n=20) foi observado a regressdo total do
tumor em 1 animal. Observou-se ainda a morte espontinea de 4 animais, entre o
14% ¢ 19° dia ap6s a inoculagdo das células tumorais. Dentre esses animais 1 foi
necropsiado, sendo evidenciada a presenca de metastase pulmonar, ¢ 3 foram

encontrados sem condi¢do de necrdpsia.

Os animais do grupo 3 (inoculados com 10° células FHM e tratados com
Metilprednisolona 1 mg/Kg/dia) (n=30), por sua vez, apresentaram 5 mortes
espontineas entre o 22° e 24° dia apdés a inoculagdo das células tumorais. A
necrépsia foi realizada em apenas 1 deles, sendo evidenciada a presenga de
metastase pulmonar. Os 4 animais restantes, entretanto, foram encontrados sem

condi¢gdes de necropsia.

Nenhuma morte espontinea foi observada nos animais no grupo 4

(controle, inoculado com 10° células FHM) (n=19).

O sacrificio dos animais restantes, em todos os grupos, deu-se no

272 dia apds a inoculagdo das células, sendo todos submetidos a necrdpsia.
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Observou-se entdo a presenga de metastases pulmonares em 13 dos 19 animais
sacrificados no grupo tratado com CS (grupo 1); em 6 dos 15 animais no grupo
tratado com MP (grupo 2); e em 12 dos 25 animais no grupo tratado com AZA
(grupo 3). O grupo controle (grupo 4), entretanto, ndo apresentou metastase em

nenhum dos 19 animais sacrificados.

Foi constatado ao final do experimento um indice total de metastase
pulmonar, dentre os animais submetidos & necrdpsia, em 73,91% (17/23) dos
animais do grupo 1 (inoculados com 10° células FHM e tratados com CS),
43,75% (7/16) dos animais do grupo 2 (inoculados com 10° células FHM e
tratados com AZA), 50% (13/26) dos animais do grupo 3 (inoculados com 10°
células FHM e tratados com MP), enquanto que o grupo controle (grupo 4),
embora inoculado com os mesmos tipos de células, nio apresentou nenhuma
evidéncia de metastase pulmonar ou em nenhum outro Orgdo examinado,
conforme demostrado na figura 22. Houve, entdo, um maior indice de metéastase
pulmonar nos animais do grupo 1 em relagéo ao grupo controle (p<0,01) e aos
grupos 2 e 3 (p<0,05). Os animais dos grupos 2 e 3 mostraram uma maior
incidéncia de metastase pulmonar em relagéo ao grupo controle (p<0,01), mas ndo
mostraram diferenga estatisticamente significativa entre si (considerando-se
p<0,05). As metastases exibiam o mesmo padrfio macroscépico da fase anterior.
Os dados em relagdo a morte espontinea, sacrificio e necrdpsia dos animais estdo

exibidos na tabela 11.
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Tabela 11: Numero de animais necropsiados, com presenga ou auséncia de

metastase pulmonar, na Fase 2 do experimento.

Grupos Animais submetidos a necrépsia
Morte espontinea Sacrificados Incidéncia
n® de animais n® de animais n?de animais n?de animais metdstases

necropsiados com metiastase necropsiados com metastase

1(CS)ec 4 / 4 | 19 / 13 23/17 (73,91%) **,a, b
2(AZA)d,e 1 / 1 15 / 6 16/ 7 (43,75 %) **
3 (MP) f 1 /1 25 |/ 12 26/ 13 (50%) **

4 (controle) ~ —/— 19 / 0 19/0 (00%)

(**) p<0,01 comparado ao controle.

(a) p<0,05, comparado a AZA.

(b) P<0,05, comparado a MP.

(c) Sete animais tiveram morte espontinea sem condi¢Ges de necrdpsia.
(d) Trés animais tiveram morte espontinea sem condi¢8es de necrdpsia.
(e) Houve regressédo espontidnea do tumor em 01 animal.

() Quatro animais tiveram morte espontinea sem condi¢des de necropsia
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Figura 22: Percentual de animais inoculados com o tumor T.E.G.S.
2047 (106 células da linhagem FHM) portadores de metastases no
grupo 1 (tratados com Ciclosporina 10 mg/Kg/dia), grupo 2 (tratados
com Azatioprina 4 mg/Kg/dia), grupo 3 (tratados com
Metilprednisolona 1 mg/Kg/dia) e grupo 4 (controle), na Fase 2 do
experimento. (**) P<0,01 comparado ao controle. (a) P<0,05

comparado a AZA. (b) P<0,05 comparadoa MP.
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2. 3 Avaliacio do Hemograma

Nao foram observadas alteragdes estatisticamente significativas a nivel de
leucdcitos totais, de nenhum grupo, em relagdo ao controle, considerando-se uma
significdncia de p<0,05. Foi observado, entretanto, uma linfopenia (p<0,05) no
grupo tratado com Ciclosporina (grupo 1), em relagdo ao grupo controle. No
grupo tratado com Metilprednisolona (grupo 3), observou-se uma linfopenia em
relagdo ao grupo controle (p<0,01), bem como em relagdo ao grupo tratado com
Ciclosporina (p<0,05), e ao grupo tratado com Azatioprina (p<0,05). Observou-se
no grupo tratado com Metilprednisolona uma neutrofilia em relagdo ao grupo
controle (p<0,05), bem como em relagdo ao grupo tratado com Ciclosporina
(p<0,05), e ao grupo tratado com Azatioprina (p<0,05). O leucograma dos
animais dos grupos 4, 1, 2 e 3 encontram-se na tabelas 12. A figura 23 compara

os niveis leucocitérios, total e diferencial, desses quatro grupos.
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Figura 23: Niveis de leucdcitos totais e contagem diferencial dos
animais inoculados com o tumor T.E.G.S. 2047 (10° células da
linhagem FHM) e tratados com Ciclosporina (CS) 10 mg/Kg/dia
(grupo 1), Azatioprina (AZA) 4 mg/Kg/dia (grupo 2) e
Metilprednisolona (MP) 1 mg/Kg/dia (grupo 3), em relacio ao controle
(grupo 4), na Fase 2 do experimento. (*) p<0,05 comparado ao
controle. (**) p<0,01 comparado ao controle. (a) p<0,05 comparado a

CS. (b) p<0,05 comparado a AZA.
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3. Fase 3
3. 1 Primeira etapa

A dose de 40 mg/Kg/dia de Micofenolato mofetil mostrou-se toxica. O
indice de pega dos tumores nos animais do grupo controle, inoculados com 10°
células FHM (grupo 2) foi de 100%. No grupo 1 (animais inoculados com 10°
células FHM e tratados com Micofenolato mofetil 40 mg/Kg/dia), entretanto, 8
dos 10 animais morreram na 12 semana de experimento, tendo as mortes inicio no
22 dia ap6s a inoculagdo das células, ou seja, 3 dias apds o inicio do tratamento
com MMF. Os tumores cresceram nos 2 animais restantes como massas
subcutdneas, ovoides ou esféricas, com dimensdes varidveis, apresentando, a

necropsia, uma grande area de necrose central.

Os 8 animais do grupo 1 (inoculados com 10° células FHM e tratados com
MMF 40 mg/Kg/dia) que tiveram morte espontdnea na 12 semana de experimento
ndo apresentaram desenvolvimento tumoral, conforme observado a palpacdo e a
necropsia.. O pulmfo e o figado desses animais, entretanto, mostravam-se
extremamente hemorragicos. Entre os 2 animais que desenvolveram massa
tumoral subcutidnea 1 teve morte espontdnea no 32° dia apés a inoculagdo das
células tumorais, € o outro foi sacrificado no 36° dia. A necrépsia desses dois
animais nfo evidenciou a presenga de metastase pulmonar ou em nenhum outro

6rgéo examinado.

Nos animais do grupo 2 ou controle (inoculados com 10° células FHM)
(n=8), nenhuma morte espontdnea foi observada, os quais foram sacrificados
e necropsiados no 36° dia apés a inoculagio das células. A necrépsia,

nenhuma metastase pulmonar ou em nenhuma outro 6rgdo examinado foi
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evidenciada em nenhum dos 8 animais do grupo controle.
3. 2 Segunda etapa
3. 2. 1 Crescimento do Tumor e indice de Pega

O indice de pega dos tumores nos animais do grupo 2 (inoculados com 10°
células FHM) foi de 100%. O indice de pega do tumor nos animais do grupo 1
(inoculados com 10° células FH1 e tratados com Micofenolato Mofetil 20
mg/Kg/dia) foi de 70%, conforme mostra a tabela 13. Nesses animais, os tumores
cresceram como massas subcutdneas, ovéides ou esféricas, com dimensdes

variaveis, apresentando & necrépsia, uma grande area de necrose central.

Tabela 13: indice de pega dos tumores a partir da inoculagdo de 10 células FHM
via s.c. no dorso dos animais nos grupos da 22 etapa da Fase 3 do experimento.

Grupos N° de animais inoculados N° de animais que indice
com 10° células FHM desenvolveram tumor pega
1 (MMF) 10 7 70%
2 (controle) 5 5 100%

Os valores médios dos volumes e didmetros observados no tumor T.E.G.S.
2047 obtidos durante a curva de crescimento dos animais nos grupos 1 e 2
encontram-se, respectivamente, nas tabelas 14 e 15. A tabela 16 faz uma
comparagdo entre os volumes tumorais observados a cada dia de medi¢do nos
dois grupos. A tabela 17 faz uma comparagdo entre os volumes tumorais
observados a cada dia de medigdo em todos os grupos nas 3 fazes do
experimento. As curvas de crescimento tiveram inicio por volta do 20° dia apds a

inoculagdo das células tumorais. Em conformidade com a curva de
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crescimento tumoral observada na primeira etapa dessa fase, nio houve diferenga
significativamente estatistica, considerando-se como indice de significancia
p<0,05, entre os volumes tumorais dos animais do grupo 1 (tratados com
Micofenolato Mofetil 20 mg/Kg/dia) e do grupo 2 (grupo controle, inoculado

somente com 10° células FHM), como mostra a figura 24.
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Tabela 14: Valores médios dos didmetros e volumes do tumor T.E.G.S.
observados nos animais do grupo 1 (inoculados com 10° células FHM e tratados
com Micofenolato Mofetil) na 22 etapa da Fase 3 do experimento, a cada dia de
medigéo. Os volumes tumorais foram utilizados para a obtengdo da curva de
crescimento do tumor.

Valores médios do grupo a cada dia de medigio

Dias apés a Didametro Didmetro Volume Nimero de
Inoculagio maior (cm®) menor (cm’) (cm®) animais
das células

20 3,066 2,066 7,723 3
+ 0,744 +0,29 + 3,832

24 4,18 3,1 20,596 5
+ 0,297 + 0,109 +3,114

26 3,583 3,13 24,133 6
+ 0,449 +0,538 +9,238

28 4,083 33 32,778 6
+ 0,594 + 0,637 + 14,969

30 4,6 3,516 34,69 6
+ 0,653 + 0,401 +10,218

36 4,866 3,766 42,247 6
+ 0,595 +0,48 + 13,359

38 5.4 4,616 69,438 6
+ 0,641 + 0,536 + 25,876

42 5,533 4,916 82,399 6
+ 0,686 + 0,612 + 28,594

44 5,966 5,233 96,608 6
+ 0,677 + 0,576 +31,674

(*) Resultados expressos em média + erro padréo.
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Tabela 15: Valores médios dos didmetros e volumes do tumor T.E.G.S.
observados nos animais do grupo 2 (inoculados com 10° células FHM, controle)
na 22 etapa da Fase 3 do experimento, a cada dia de medi¢gdo. Os volumes
tumorais foram utilizados para a obtengdo da curva de crescimento do tumor. )

Valores médios do grupo a cada dia de medigfo

Dias apés a Didmetro Didmetro Volume Nuimero de
Inoculagio maior (cm®) menor (cm’) (cm"') animais
das células

20 2,366 3,1 5,267 3
+ 0,392 + 0,466 +2,598

24 3,866 3.1 19,431 3
+ 0,284 + 0,305 + 4,605

26 4,333 3,666 33,666 3
+0,44 + 0,726 + 15,194

28 4,4 39 37,474 3
+ 0,416 + 0,665 + 14,258

30 5,2 4,033 44,093 3
+ 0,529 +0,317 +10,184

36 5,2 4,133 46,861 3
+ 0,435 + 0,317 +9,955

38 5,3 4,433 53,105 3
+ 0,665 + 0,233 +9,9

42 5,433 4,6 59,318 3
+ 0,560 + 0,305 +12,834

A4d 5,433 4,6 59,318 3
+ 0,56 + 0,305 +12,834

(*) Resultados expressos em média + erro padréo.
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Tabela 16: Comparagéo entre os valores médios dos volumes do tumor T.E.G.S.
observados nos animais do dois grupos experimentais na 22 etapa da Fase 3 do
experimento, a cada dia de medigéo. Os volumes tumorais foram utilizados para a
obtengdo da curva de crescimento do tumor. )

Valores médios (volume cm®) dos dois grupos a cada dia de medicio

Dias apos a Grupo 1 Grupo 2
inoculagéo Micofenolato mofetil Controle
das células
20 7,723 5,267
+3,832 +2,598
24 20,596 19,431
+3,114 + 4,605
26 24,133 33,666
+9,238 + 15,194
28 32,778 37,474
+ 14,969 + 14,258
30 34,69 44,093
+10,218 + 10,184
36 42,247 46,861
+ 13,359 + 9,955
38 69,438 53,105
+ 25,876 +9,9
42 82,399 59,318
+ 28,594 +12,834
44 96,608 59,318
+31,674 + 12,834

(*) Resultados expressos em média + erro padrio.



Tabela 17: Comparagéo entre os valores médios dos volumes do tumor T.E.G.S.
observados nos animais tratados com Ciclosporina (CS), Azatioprina (AZA),
Metilprednisolona (MP), Micofenolato mofetil (MMF) e seus respectivos grupos

controle, em todas as 3 fases do experimento, a cada dia de medigdo. (*)

Valores médios (volume cm”) a cada dia de medicdo

Fase 1 Fase 2 Fase 3
N Grupol Grupo2 Grupol Grupo2 Grupo3 Grupod Grupol Grupo2
dias(a) CS  Controle CS AZA MP  Controle MMF Controle
04 2,1
+ 0,094
08 4,2
+ 0,252
12 12 1,98 1,97 0,865 1,415 0,449
+0,632 +0,158 +0,172 +0,096 +0,354 +0,354
14 4,608 1,931 2,167 1,018
+0,474 +0,394 +0,303 +0,198
16 20 34 10,023 3,183 4,697 2,409
+1075 10,252 +1,025 +0,637 +0,601 +0,398
18 19,628 4,251 6,523 3,133
+3,185 +0,998 +0945 +0,772
20 28 7,8 30,962 6,782 12,099 5,032 71,723 5,267
+1,011  +0,505 +4,466 +1,678 +2,257 +0,747 +3,832 +2,598
22 44,778 10,113 17,703 5,888
+5,868 +2347 +4,69 +1411
24 40 17,73 20,596 19,431
+1,676 +1,075 +3,114 +4,605
26 24,133 33,666
+9,238 +15,194
28 44 26 32,778 37,474
+1,707 +1,359 +14,969 + 14,258
30 34,69 44,093
+10,218 +10,184
32 46 35
+1,138 +1,423
36 37 42,247 46,861
+1,549 + 13,359 +9,955
38 69,438 53,105
+25,876 +12,834
40 40
+ 1,296
42 82,399 59,318
+28,594 +12,834
44 96,608 59,318
+31,674 +12,834

*) Resultados expressos em média + erro padrfo.
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Figura 24: Curva de crescimento tumoral dos animais inoculados com
o tumor T.E.G.S. 2047 (106 células da linhagem FHM) e tratados com
Micofenolato mofetil (MMF) 20 mg/Kg/dia (grupo 1), em relacio ao
controle (grupo 2), na 2* etapa da Fase 3 do experimento. Cada ponto
corresponde a média + erro padrdo. (*) P<0,05 comparado

ao controle.
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3. 2. 2 Avaliacéiio da Presenca de Metastases

Os animais do grupo 1 (inoculados com 10° células FHM e tratados com
MMF 20 mg/Kg/dia) e grupo 2 ou controle (inoculados com 10° células FHM)
foram todos sacrificados no 45° dia apds a inoculagdo das células tumorais, ndo
tendo havido nenhuma morte espontdnea. Os animais, tanto do grupo controle
(n=5) como do grupo tratado com Micofenolato Mofetil 20 mg/Kg/dia (grupo 1)
(n=7), nfo apresentavam nenhuma evidéncia de metistase pulmonar ou em
nenhum outro érgéo examinado a necrdpsia. Dos animais do grupo tratado com
Micofenolato Mofetil, 1 apresentava focos hemorragicos e 2 pareciam ter
infecgdo pulmonar. Os dados em relagdo a morte espontinea, sacrificio e

necropsia dos animais estdo exibidos na tabela 18.

Tabela 18: Numero de animais necropsiados com presenga ou auséncia de
metastases pulmonares na 22 etapa da Fase 3 do experimento.

Grupos Animais submetidos & necrépsia
Morte espontinea Sacrificados Incidéncia
n®de animais n°de animais  n®de animais n®de animais metdstases
necropsiados com metastase necropsiados com metastase

1 (MMF ) —/— 7 /7 0 7/ 0 (00%)

2 (controle) e 5 /7 0 5/0 (00%)

3. 2. 3 Avaliacio do Hemograma

Observou-se uma leucocitose, com linfocitose e neutrofilia no grupo tratado
com CellCept em relagdo ao grupo controle (p<0,05). A tabela 19 mostra o
leucograma dos animais do grupo 1 (inoculados com 10° células FHM e tratados
com MMF) e do grupo 2 (controle). A figura 25 compara os niveis leucocitarios,

total e diferencial, desses dois grupos.
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Figura 25: Niveis de leucécitos totais e contagem diferencial dos
animais inoculados com o tumor T.E.G.S. 2047 (1()6 células da
linhagem FHM) e tratados com Micofenolato mofetil (MMF) 20
m /dia (grupo 1), em relagiio ao controle (grupo 2), na 2* etapa da

Fase 3 do experimento. (*) P<0,05 comparado ao controle.
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4. Avaliaciio do Indice Metastitico Geral

Ao avaliarmos o resultado geral das trés fases do experimento, observamos
que os animais que receberam somente as células tumorais (10° células FHM),
funcionando como grupo controle, tiveram um indice metastatico 0 (zero), ou seja
dos 42 animais necropsiados, nenhum apresentou metistase pulmonar ou em
nenhum outro 6rgéo examinado. Em relagdo aos animais inoculados com 10°
células FHM e que foram tratados com imunossupressores, os que receberam
Ciclosporina tiveram um indice metastitico de 72,72% (de 33 animais
necropsiados, 24 apresentavam metastase pulmonar); os que receberam
Azatioprina tiveram um indice metastitico de 43,75% (de 16 animais
necropsiados, 7 apresentavam metdstase pulmonar); os que receberam
Metilprednisolona tiveram um indice metastitico de 50% (de 26 animais
necropsiados, 13 apresentavam metdstase pulmonar); os animais tratados com
CellCept entretanto, tiveram um indice de 0% (de 7 animais necropsiados,
nenhum apresentou metastase pulmonar em nenhum outro 6rgdo examinado). A

figura 26 mostra esse percentual total de metéstases.
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Figura 26: Percentual total de animais inoculados com o tumor

T.E.G.S. 2047 (106 células da linhagem FHM) portadores de metastases

nos animais tratados com Ciclosporina (CS), Azatioprina (AZA),

Metilprednisolona (MP), Micofenolato mofetil (MMF) e nos grupos

controle, em todas as fases do experimento. (**) P<0,01 comparado ao

controle. (a) P<0,05 comparado 2 AZA. (b) P<0,05 comparado a

MP.
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5. Perfil dos Indices Leucocitarios de Ratos Wistar

A tabela 20 mostra o perfil dos indices leucocitérios de ratos do Biotério
Central da Universidade Federal do Ceara, realizado por Nunes e colaboradores
(1994). A tabela 21, entretanto, mostra o leucograma de ratos Wistar adultos
sadios realizado por Cresskoff e colaboradores (1967) no Hematology
Laboratory, Hospital of the University of Pennsylvania. A figura 27 compara os
indices hematolégicos citados nas tabelas acima (28 e 27) com os indices obtidos
em nossos grupos controle (animais inoculados com 10 células FHM via s.c.) da -

Fase 2 e da Fase 3 (22 etapa) de nosso experimento.

Tabela 20: indices leucocitirios obtidos a partir de um estudo realizado por

Nunes e colaboradores (1994) em ratos Wistar do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara.

ndices

avaliados Ratos Wistar do Biotério da UFC N° de animais
Leucdcitos totais (x109/L) 7,996 +0,418 20
Segmentados (%) 23 + 1,81 8
Linf6citos (%) 69 +2,64 8
Mondcitos (%) 5 + 0,67 8
Eosindfilos (%) 22 +0,26 8
Basofilos (%) 0,8 1041 8

(*) Valor médio + erro padrio.

119



Tabela 21: Leucograma de ratos Wistar adultos obtidos a partir de um estudo
realizado por Cresskoff e colaboradores (1967). (*)

Indices avaliados Valor médio variacéio N° de animais
Leucécitos totais (x10°/L) 9,0 (6,0 - 18,0)
Segmentados (%) 20 (8-39) 50
Linfécitos (%) 78 (55-96) 50
Mondcitos (%) <1 (0-3) 50
Eosinéfilos (%) 2 0-4 50
Basbfilos (%) <1 (0-0) 50
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Figura 27: Comparacio dos indices leucocitarios entre os grupos
controle de nosso experimento na Fase 2 e Fase 3 (2* etapa), em relagéio
aos indices obtidos a partir de um estudo realizado por Nunes (1994)
em ratos Wistar do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara
(a), e leucograma de ratos Wistar adultos obtidos a partir de um

estudo realizado por Cresskoff e colaboradores (1967) (b).
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DISCUSSAO

1. Imunossupressio x neoplasias

Diversos fatores imunoldgicos parecem interferir direta ou indiretamente na
génese, desenvolvimento e metastatizagéio de certos tipos de tumores malignos,
principalmente os imunogénicos. O nosso trabalho encontrou evidéncias de que,
através da inibigdo de alguns desses fatores, € possivel explorar a influéncia do
sistema imune na incidéncia de metastases originadas de um tumor de baixo
indice metastatico. O fibrohistiocitoma utilizado nesse experimento tem como
caracteristica um indice de metastatizagdo muito baixo (3,3%), comprovado
através de um modelo de transplantes sucessivos de fragmentos (Ribeiro, 1987).
Em nossos experimentos esse indice foi de 0%, comprovado pela inoculagio
subcutinea da suspenséo celular. Em contraste com esses achados, foi constatado
no grupo tratado com Ciclosporina uma incidéncia de metastase pulmonar em
72,72% dos animais, contra 43,75% no grupo tratado com Azatioprina e 50% no
grupo tratado Metilprednisolona e 0% no grupo tratado Micofenolato mofetil, uma

droga nova “racionalmente planejada”.

Como na maioria dos processos patologicos, uma tipica reagdo inflamatéria
ocorre nos tecidos invadidos pelas células neoplasicas, no processo de
metastatizagdo. A imunidade adaptativa induzida por antigenos tumorais €, por
sua vez, similar aquela evocada contra transplantes, dependente do
reconhecimento de antigenos glicoprotéicos de membrana por linfécitos T. A
ativag@o das células T inclui a geragéo das subclasses “helper” ou auxiliar (Ta),
supressoras (Ts) e citotoxicas (Tc). A ativagdo também leva a produgdo de
linfocinas pelas células Ta, que sfo importantes no recrutamento e ativagdo de
macrofagos e células EN. As Células Tc, por sua vez, séo as responsaveis pelo

reconhecimento dos antigenos tumorais (Abbas et al, 1994 a; MacDonald &
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Steeg, 1983). O mecanismo dependente das células T atua, como visto
anteriormente, através da apresentagdo de antigenos associados a moléculas CPH
II por células especializadas, geralmente macréfagos, nas quais vai atuar a
producdo de IL-1. Os linfécitos Ta sdo induzidos a produzir IL-2, iniciando uma
cascata de fendmenos humorais e celulares que resultard na imunidade celular
antitumoral. As células Tc reconhecem o antigeno tumoral em associagdo com
produtos do CPH I. Sdo entfio estimuladas por IL-2, multiplicando-se e

produzindo IFN-y ,_que juntamente com a IL-2 vai estimular as células NK ou EN

(Abbas et al, 1994b).

Consideraveis evidéncias clinicas sugerem que as doengas com deficiéncia
imune estdo freqilientemente associadas a uma maior incidéncia de neoplasias,
principalmente leucemias e linfomas. Experimentalmente, Eccles e colaboradores
(Eccles et al, 1979; Eccles apud Eccles et al., 1980) demonstraram haver um
aumento significativo na incidéncia de metastases em tumores imunogénicos de
animais imunossuprimidos por raios X ou timectomia. As recentes observagdes de
sarcoma de Kaposi ou linfomas de células-B em adultos jovens com a Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), sdo outras indicagdes da associacio de
imunodepressdo e o desenvolvimento de malignidade (Herberman, 1995). Uma
vez que os processos imunoldgicos envolvidos na rejeicdo de transplantes sdo
semelhantes & imunologia antitumoral, tem sido observado na pratica clinica que
pacientes transplantados recebendo agentes imunossupressores, quer seja
Prednisona, Azatioprina ou Ciclosporina, tém mostrado uma incidéncia
aumentada de doengas linfoproliferativas ou outros tumores (Penn & Starzl,
1993). A primeira observag@o de uma incidéncia aumentada de tumores malignos
em pacientes receptores de transplantes tratados com imunossupressores foi
descrita por Penn e colaboradores em 1969 (Penn et al, 1969), sendo confirmada

posteriormente por vdrios autores em diferentes grupos étnicos (Jacobs et
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al., 1981; Penn, 1980; Penn, 1987). A incidéncia de tumores seria cerca de 25
vezes maior nos receptores de transplante do que na populagdo em geral

(Fraumeni & Hoover, 1977).

2. Ciclosporina, sua acdo no sistema imunolégico e sua influéncia no
desenvolvimento de metastases no modelo experimental do tumor T.E.G.S.

2047.

A Ciclosporina teve seu inicio de utilizagdo pratica nos anos 80, sendo a
responsavel pela disseminagfo dos transplantes de 6rgdos com terapia corrente
em nosso mundo (Kahan, 1989). Os primeiros resultados de tumores ocorrendo de
novo em pacientes transplantados renais tratados com Ciclosporina datam de
1987, sendo que essas malignidades pareciam diferir daquelas descritas apés
terapia imunossupressora convencional (CIT) com Azatioprina e Prednisona
(Penn, 1987). Essas observagdes podem ser explicadas pelo fato de a Azatioprina
e Metilprednisolona serem drogas imunossupressoras classicas, que atuam
indistintamente sobre as células do sistema imune, através da inibi¢do da divisdo
celular e da sintese de citocinas (Mantovani et al, 1994). A Ciclosporina, por sua
vez, atua especificamente nos eventos celulares iniciais da resposta imunoldgica
(Borel, 1994). Villardel e colaboradores (1992), por exemplo, observaram o
surgimento de novo de 31 casos de malignidade entre 949 pacientes que
receberam transplante renal, no Departamento de Urologia e Transplante Renal,
do Hospital das Clinicas da Universidade de Barcelona. Eles observaram que o
tempo médio de surgimento de tumores apds a administragdo de Ciclosporina ¢
menor do que nos pacientes tratados com CIT, havendo ainda um aumento na
incidéncia de linfomas e sarcomas de Kaposi no primeiro grupo. Nos relatos do
surgimento de novo de céncer em pacientes transplantados, a partir de dados

enviados ao  centro  Cincinnati  Transplant Registry, em Ohio, desde
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1986, as neoplasias, ap6s terapia com Ciclosporina, também mostravam
diferengas importantes daquelas observadas apds a terapia imunossupressora
convencional (CIT). Elas surgiam em média 20 meses apds terapia com
Ciclosporina € 60 meses apds CIT. Uma incidéncia maior de linfomas,
principalmente os n@o-Hodgkin, sarcomas de Kaposi e carcinomas de células
renais era vista nos pacientes tratados com CS em relagéo aos tratados com CIT.
Em adic8o, havia uma incidéncia menor de cancer de pele, carcinomas cervicais
uterinos e carcinomas da vulva e perineo nos pacientes tratados com CS em
relagdo aos tratados com CIT (Penn, 1987; Penn, 1988; Penn & Brunson, 1988).
Apenas cerca de 6% dos pacientes, entretanto, foram tratados exclusivamente
com Ciclosporina, sendo as neoplasias, provavelmente, ndo especificas da terapia
imunossupressora com Ciclosporina, mas uma complica¢do da imunossupressdo
per si, apos a introdugdo dessa droga. Embora alguns centros tenham usado a
Ciclosporina como monoterapia (Cyclosporin, 1983), ou uma combinagfio de
Ciclosporina e Azatioprina uma vez que a fun¢do do d6rgdo transplantado esteja
estabilizada (Kasiske et al., 1993), a maioria usa a terapia triplice (Ciclosporina,
Azatioprina e Esterdides) (Lindholm et al, 1993). Nakamoto e colaboradores
(1994), por exemplo, descreveram, em 1994, um caso de carcinoma de células
renais com metéstases Osseas surgido em um rim nativo de paciente que havia
sido submetido a transplante renal de doador vivo, tendo sido imunossuprimido
com Ciclosporina, Azatioprina e Prednisolona. Uma vantagem do nosso modelo
experimental é que permitiu o estudo em separado dessas drogas, avaliando o
impacto que cada uma teria no desenvolvimento de metéstases, em nosso modelo

do tumor T.E.G.S. 2047.

Ao nivel experimental, varios trabalhos tém sugerido uma agfo da
Ciclosporina na progressdo tumoral. Eccles e colaboradores (Eccles et al., 1980)

mostraram um aumento no indice de metastases em animais sing€nicos
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(ratos e camundongos), inoculados com sarcomas e linfoma, tratados com
Ciclosporina via oral ou parenteral em doses variando de 20-80 mg/Kg/dia.
Nenhum efeito, entretanto, foi observado em animais contendo carcinomas de
células escamosas ou mamarios, que sdo pobremente imunogénicos, mostrando a
importancia da Ciclosporina na imunologia antitumoral. Kaartinen e colaboradores
(1994) mostraram que tumores sélidos humanos poderiam crescer sob a capsula
renal de ratos imunossuprimidos com Ciclosporina em uma dose inicial de 60
mg/Kg/dia i.p., seguida de doses de 30 mg/Kg/dia trés vezes por semana, e que
alguns desses tumores mostravam crescimento invasivo e de progressdo. Van de
Vrie e colaboradores (1997), em experimentos com o modelo intraperitoneal de
adenocarcinoma de colon de rato, o tumor CC531, mostraram que a Ciclosporina,
na dose de 20 mg/Kg/dia i.p., aumentava o nimero de metastases locorregionais.
Em 1986, van der Elst e colaboradores (1986) mostraram que a injeg&o intraportal
de agregados de células cancerosas em ratos singénicos BDIX levava a
colonizagdo hepatica em 40% dos animais. O tratamento com Ciclosporina na
dose de 10 mg/Kg/dia via intragastrica (i.g.) aumentava esse indice de
colonizagdo para 100% dos animais, com um grande aumento do volume dos
ndédulos tumorais, além da presenca de metastases pulmonares e da diminui¢do da
sobrevida no grupo tratado com Ciclosporina. Esse, entretanto, é um modelo de
colonizagdo, e nfo, de metastatizagdo, uma vez que as células sdo inoculadas
diretamente na circulagdo porta. O modelo experimental do tumor T.E.G.S. 2047,
entretanto, mostrou a progressdo tumoral nio somente ao nivel de invasdo local,
ou de metastases locorregionais, mas o desenvolvimento de metastases & distancia
ap0s a inoculagdo s.c. das células neoplésicas e tratamento com Ciclosporina. A
dose de CS utilizada, 10 mg/Kg/dia, foi entretanto menor que a utilizada por
Eccles e colaboradores (Eccles et al, 1980), Kaartinen e colaboradores (1994) e
Van de Vrie e colaboradores (1997), e igual a utilizada por van der Elst e

colaboradores (1986), com a vantagem da via de inoculagdo s.c. ser de facil
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administragdo. Segundo os estudos de Wassef e colaboradores (1985) sobre a
farmacocinética da Ciclosporina em ratos, a via s.c. permite a obtengdo de niveis
sangliineos constantes e reproduziveis de Ciclosporina, com pequena varia¢do
sérica. O modelo experimental descrito reproduziu, in vivo, as diversas etapas da
progressdo tumoral, uma vez que as células inoculadas levaram ao
desenvolvimento do tumor primério, subcutaneo, devendo as células metastaticas

passar pelas etapas da cascata metastatica até chegar ao sitio secundario, no caso

o pulméo.

O maior indice de metéstases pulmonares, em nosso experimento, nos
animais dos grupos tratados com Ciclosporina, deve-se provavelmente a uma
maior especificidade de agfio na imunidade celular. A figura 28 mostra um
esquema do mecanismo de ago da CS na imunidade celular antitumoral.
Sabemos que a Ciclosporina atua nos eventos celulares iniciais da resposta
imunoldgica ap6s a estimulagdo antigénica, inibindo a fungfo das células Ta. As
Ta sdo as principais células envolvidas na rejei¢cdo de transplantes. A CS inibe a
transcrigdio do RNAm para IL-2, bem como a secre¢do de outras citocinas pela
célula Ta ativada, como o IFN-y (Borel, 1994; Abbas et al, 1994a). Essas
citocinas, junto com a IL-2, iriam atuar em outras populagdes celulares envolvidas
na imunidade celular, como os linfécitos T citotoxicos (Tc), macréfagos e células
exterminadoras naturais (EN), além dos linfécitos B (Hart & Saini, 1992). As
Células Tc, por sua vez, séo as responsaveis pela vigildncia imunolédgica através
do reconhecimento dos antigenos tumorais (MacDonald & Steeg, 1983; Abbas et
al, 1994a). As células Tc reconhecem o antigeno tumoral em associagdo com
produtos do CPH I. A Ciclosporina, ao inibir a ativagdo das células Tc pela IL-2,
impede a geragdo de clones com especificidade antigénica, os quais iriam

reconhecer e destruir células que expressassem antigenos tumorais em
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associagdo ao CPH 1. As células Tc ao serem estimuladas por IL-2, produzem
também citocinas, como o IFN-y, o qual tem a capacidade de estimular as células
EN e a capacidade citotéxica dos macréfagos. Por outro lado, sabe-se que o TNF
e IFN-y secretados pelas células Ta podem aumentar a expressdo da molécula do
CPH (Abbas et al., 1994). A Ciclosporina bloquearia, entdo, esse mecanismo, ao
inibir a expressdo de tais citocinas (Autenried & Halloran, 1985; Romaniuk et al,
1987; Keown, 1994). A auséncia do antigeno de CPH I nas células neoplasicas
pode ser efetiva em abolir ou evadir a vigilincia imunoldgica (Hart & Saini, 1992;

Browning, 1996).

Dessa maneira, a Ciclosporina inibe uma cascata de fendmenos celulares
que resultariam na imunidade antitumoral (Liotta, 1992). Essa cascata de
fendmenos, aparentemente interligados, além de levarem a uma inibi¢do da
ativagdo policlonal dos linfécitos Tec, inclui também uma provavel ag¢do da
Ciclosporina em uma importante inibigdo de macréfagos e células EN. As c€lulas
EN parecem ser particularmente importantes no controle da disseminag¢io
hematogénica dos tumores, prevenindo a formagdo de metédstases (Hanna &
Fidler, 1981; Hanna, 1982; Liotta, 1992). Estudos tém demonstrado serem estas
células as principais efetoras, no que concerne ao efeito antimetastatico
(Herberman, 1995). Elas efetuam sua agdo litica em uma maneira néo especifica e
ndo restrita ao CPH, tendo sua ativagdo dependente de citocinas como a IL-2,
TNF, e IFN-y, ou seja, dependente da estimulag@io concorrente das células T e
macr6fagos que produzem tais citocinas. (Abbas et al, 1994a; Abbas et al, 1994b;
Herberman, 1995). A Ciclosporina poderia estar inibindo a ativagdo das células
EN, ao inibir a produgéio dessas citocinas pelas células Ta (principalmente), por
macréfagos, bem como por células Tc, como visto anteriormente (Abbas et al,
1994 b). Sabendo que a Ciclosporina ndo inibe as células EN humanas
diretamente, poderiamos dizer, entdo, que ela o faria indiretamente, ao

inibir a produgdo de IFN-y, um modulador positivo das células EN
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- (Britton & Palacios, 1982; Abbas et al, 1994b). Um fato importante que fala a
favor do efeito antimetastitico das células EN € que as neoplasias malignas
raramente metastatizam quando transplantadas para ratos nude atimicos. Embora
esses animais ndo possuam linfécitos T maduros funcionais, eles exibem um nivel

consideravel de células EN (Hanna, 1982).

Em relagdo aos macr6fagos, sabe-se que a sua capacidade citotdxica
tumoral é dependente da ativagdo por citocinas secretadas pelas células Ta
(CD4"), principalmente o IFN-y (Abbas et al, 1994a; Ville et al, 1996). O IFN-y
induz a secre¢do de TNF e IL-1, além de radicais livres proteases e 6xido nitrico
pelos macréfagos. A Ciclosporina administrada previamente a inoculagdo do
tumor poderia, ao inibir a produgdo de IFN-y pelas células Ta, estar inibindo,
conseqiientemente, o estimulo para a expressdo de genes responsiveis pela
codificagdo de TNF e interleucinas nos macréfagos. Essa inibigdo da atividade
dos macrofagos pela Ciclosporina poderia inibir, ainda, o recrutamento de células
imunes secunddrias para o sitio tumoral, ou seja, inibir os efeitos tumoricidas néo-

especificos.

Uma outra agdo da Ciclosporina na inibigdo da vigildncia imunologica
seria na interagdo entre a célula tumoral e o linfécito efetor. A interagéo entre
a integrina LFA-1, expressa nos linfocitos Tc e células EN, e a molécula ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1), expressa na célula alvo tumoral (Fraumeni &
Hoover, 1977) é de extrema importincia na estabilizagdo do conjugado citolitico
(Hart & Saini, 1992; Hart, 1996). Uma vez que a ICAM-1 tem sua expresséo
estimulada por TNF e IFN-y, a CS mais uma vez, ao inibir a expressdo dessas
citocinas, permitiria as células tumorais circulantes evitar o estabelecimento de
conjugados citoliticos estiveis, podendo significar a evasdo da destruigdo por

linfécitos Tc ou células EN (Hart &  Saini, 1992).
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Uma vez postulado que os tumores secundérios se desenvolvem a partir de
subpopulagdes celulares com habilidade metastitica ja existentes no tumor
primario (Fidler, 1978; Fidler & Post, 1985), pode-se considerar que o tratamento
com Ciclosporina permite que o potencial metastatico dessas células seja expresso
(Eccles et al, 1980). Pode-se conjecturar, ainda, que existam, entre as populag¢des
celulares do tumor T.E.G.S. 2047, subpopulagdes com capacidade para
metatastizar. E provavel que a Ciclosporina deixe livre estas subpopulagdes
celulares potencialmente metastdtica ao inibir especificamente a imunidade
celular, como visto acima. Essa agfo dar-se-ia com a Ciclosporina atuando nos
eventos celulares iniciais da resposta imunolégica inibindo a fungfo das células
Ta, bem como impedindo a estabilizag&o dos conjugados citoliticos entre a célula
tumoral e a célula efetora, através de uma possivel atuagdio na expressdo de
moléculas de adeséo. Haveria entdo, um aumento do nimero de células escapando
do tumor primério, bem como um aumento da sua sobrevida na circulagdo ou em

sitios distantes no hospedeiro imunossuprimido (Eccles et al, 1980).

Néo € provavel que a agéo da Ciclosporina ocorra devido a uma agdo
mutagénica nessas células tumorais, pois testes de genotoxicidade em estudos
classicos in vitro e in vivo concluiram que a CS é destituida de qualquer
propriedade mutagénica (Zwanenburg et al., 1988; Ryffel, 1992). Outros estudos
in vitro em células humanas mostraram que a ciclosporina induz trocas entre
cromatides irmés. Entretanto, as concentra¢des de Ciclosporina usadas nos

experimentos eram muito maiores que as utilizadas clinicamente (Penn, 1987).

O nosso modelo de tumor experimental ¢ um importante produtor de
TNF (Crossara et al., 1995). Crossara e colaboradores (1995) demonstraram
que as células FHM em cultura por 7, 14 e 21 dias liberavam TNF

espontaneamente no sobrenadante. A  quantidade de TNF liberado era maior
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nas culturas com 7 dias quando a maioria das células era histidcito-simile. Apds
14 e 21 dias em cultura, a percentagem dessas células caia para, respectivamente,
4% e 0%, mas ainda havia uma significativa produg¢do de TNF, provavelmente
advinda das células fibroblasto-simile. O TNF é uma citocina predominantemente
produzida por macrofagos ativados, exercendo um efeito citot6xico ou citostatico
em algumas linhagens celulares in vitro e com a capacidade de induzir necrose de
tumores sélidos em alguns modelos animais (Orosz et al, 1993). Uma vez que os
macroéfagos t€ém importante atividade tumoricida quando mediada pelo TNF, tanto
pelo efeito citotdxico direto, como pela mobilizagdo de outras células de defesa
do hospedeiro (Abbas et al, 1994a), este fator pode também estar contribuindo
para a pequena agressividade do tumor T.E.G.S.-2047. O mecanismo de inibi¢do
da produgdo de TNF atribuido & Ciclosporina, poderia ser, entdo, um dos

provaveis meios pelos quais haveria a estimulagdo do potencial metastitico do

tumor.

Os possiveis efeitos da Ciclosporina sobre as moléculas de adesdo
endoteliais no desenvolvimento de metastases parece, entretanto, contraditdrio.
As células endoteliais podem expressar moléculas de adesdo quando estimuladas
por TNF ou outras citocinas como IL-1, IFN-a, IFN-y, IL-6. Entre essas
moléculas, podemos citar as da familia das imunoglobulinas (ICAM-1 ¢ VCAM-
1), e as selectinas (ELAM-1) (McCormick & Zetter, 1992; Orosz et al., 1993;
Hart, 1996). Trabalhos tém demonstrado uma modulagio na expressdo de tais
moléculas e o aumento de indices de metastatizagdo. Alguns modelos, utilizando
inoculagdo de TNF exdgeno, bem como a neutralizagio de TNF endogeno,
demonstraram que essa citocina trata-se de um importante indutor metastatico.
Orosz e colaboradores (1993) mostraram que uma tnica inje¢do intraperitoneal
de TNF humano de camundongo recombinante, 5 hs antes da injegéo

endovenosa de células de fibrossarcoma induzido por metilcolantreno (CSF1),
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aumentou significativamente o nimero de metastases pulmonares. Experimentos
in vitro t€ém demonstrado um aumento tanto da expressdo de moléculas de adesdo
de superficie, como da aderéncia das células tumorais as células endoteliais,
ambos induzido por TNF (Orosz et al., 1993; Dejana et al, 1988; Bereta et al.,
1991). O TNF poderia entfio ter um efeito em contribuir para progressdo tumoral
ao aumentar a adesdo das células tumorais ao endotélio in vitro, estimulando a
expressdo de moléculas de adesdo, ou ainda, induzindo enzimas que aumentem a
disseminag@o tumoral, como a colagenase e estimulando a angiogénese in vivo
(Orosz et al., 1993). No modelo experimental estudado, o tumor T.E.G.S.-2047 é
um importante produtor de TNF (Crossara et al, 1995), fato esse que nos levaria a
pensar, pelas agdes ‘supracitadas do TNF, que esse seria um tumor de elevado
indice metastatico. Esse fato, entretanto, ndo ocorre, sendo o T.E.G.S. 2047 um
tumor de baixo indice metastético, de apenas 3,3% na literatura (Ribeiro, 1987) e
0% em nossos resultados. Esse baixo indice metastatico ndo deve ser imputado a
capacidade citotoxica direta e indireta do TNF, pois a metastatizagdo nfo depende
da massa tumoral como um todo, mas apenas de subclones especificos com
capacidade para tal. O baixo indice de metastases do tumor T.E.G.S. 2047 sugere
a existéncia de uma outra barreira para o processo de invasdo a distdncia, que
seria provavelmente o importante papel das defesas naturais e adaptativas do
hospedeiro, devido a uma potente imunogenicidade desse tumor. Sob essa ética, o
TNF teria alguma atividade antitumoral, como estimular moléculas de ades&o no
linfécito, estabelecendo os conjugados citoliticos, ja descritos acima, bem como
sua a¢do modulatdria nas respostas imunes e inflamatorias (Dustin & Springer,
1988; Orosz et al., 1993). A agéo da Ciclosporina ao inibir direta ou indiretamente
a producdo de citocinas, como, IL-2, IFN-y e TNF, entre outras, as quais tém um
papel importante no estimulo a expressdo de moléculas de adesdo endotelial
(Ryftel, 1989; Borel & Kis, 1991; Ryffel, 1992; Borel, 1994), seria a inibicdo ou

diminuicdo da expressdo de tais moléculas. A conseqiiéncia desse fato
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seria uma inibicdo da disseminag@io metastitica, o que nfo ocorreu em nosso
modelo experimental. Na verdade, observou-se um aumento considerivel no
numero de metédstases pulmonares, de 0% no grupo controle para 72% no grupo
tratado com Ciclosporina. Seria mais relevante, entfo, a a¢fo da Ciclosporina em
inibir citocinas que estimulariam a expressio de ICAM-1 nos linfécitos e células
EN (Hart & Saini, 1992; Hart, 1996), dessa maneira, fazendo com que a célula

tumoral pudesse evadir da interagdo com células efetoras do sistema imunolégico.

O aumento no percentual de metdstases nos animais tratados com
Ciclosporina seria decorrente de sua agdio imunossupressora, e nio de uma
atividade mutagénica ou de modulagdes a nivel de moléculas de adesdo
endoteliais (o que seria contraditério). Um fato na literatura descrito por
Nakamoto e colaboradores (1994) em paciente transplantado  renal
imunossuprimido com Ciclosporina, Azatioprina e Prednisolona, que corroboraria
esse mecanismo, seria a regressio de metdstases Osseas ap6s a interrupgdo do

tratamento com Ciclosporina e inicio de imunoterapia com interferon-o.

Em relagdo a curva de crescimento tumoral, nos estudos de Eccles e
colaboradores, a Ciclosporina ndo mostrou efeito na velocidade de crescimento de
nenhum dos tumores testados (Eccles et al, 1980). Alexander (1992), entretanto,
descreveu, um efeito da CS no aumento da velocidade de multiplicago celular e
da massa tumoral em tumores murinos e humanos. Em nosso trabalho, a
Ciclosporina causou uma aceleragio no aumento do volume tumoral, em relagéo
aos tumores dos animais nfo imunossuprimidos, maior do que as outras drogas
imunossupressoras. Esse efeito deveu-se provavelmente a sua agfio especifica nos
linfécitos Tc, especialmente nos TILs (linfocitos infiltrantes do tumor), uma vez
que a vigilancia imunolégica propriamente dita estaria a encargo da imunidade

adquirida (linfécitos T citotoxicos) (Herberman, 1995).
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3. Drogas imunossupressoras convencionais (Azatioprina e corticéide), suas
agbes no sistema imunoldgico e influéncia no desenvolvimento de metistases

no modelo experimental do tumor T.E.G.S. 2047.

Como visto anteriormente, os estudos clinicos tém mostrado a existéncia de
diferencas entre as malignidades que surgem em pacientes tratados com
Ciclosporina e aquelas descritas apés terapia imunossupressora convencional
(CIT) com Azatioprina e Prednisona (Penn, 1987). Em nossos resultados, o
aumento do nimero de metéstases nos grupos tratados com AZA e MP, em
relagio ao grupo controle, provavelmente deveu-se as atividades
imunossupressoras dessas drogas. Em relagdo a Ciclosporina, entretanto, o
percentual de metastases em ambos os grupos foi significativamente menor, pois a
Ciclosporina tem um mecanismo de agfo especifico para a imunidade celular, a
principal via da imunologia tumoral, atuando especificamente nos eventos iniciais
da resposta imunoldgica, nas células Ta (Borel & Kis, 1991; Borel, 1994). A
Azatioprina e Metilprednisolona tiveram esse menor indice metastatico
provavelmente por serem drogas imunossupressoras que atuam indistintamente
entre as células do sistema imune, afetando a divis3o celular e/ou a sintese de
citocinas. A Azatioprina afeta a divisdo de linfécitos T e B ativados, inibindo a
produgdo de anticorpos e a imunidade mediada por células. Ela tem pouco efeito
sobre a atividade das células EN, uma das principais células envolvidas na
atividade antimetastatica, o que poderia explicar o menor niimero de metastases,
no presente experimento, em relagdo a Ciclosporina. A Azatioprina inibe,
entretanto, a produgfo de polimorfos e mondcitos, bem como o seu recrutamento
nos sitios de inflamagéo, resultando em baixos niveis dessas células na circulagio
e nos sitios de inflamagdo. A fungdo dos fagécitos mononucleares maduros,
entretanto, nfo € substancialmente afetada (Mantovani et al., 1994). Em relagdo a

curva de crescimento tumoral, a Azatioprina nfo mostrou, nesses
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experimentos, efeito no aumento do volume tumoral em relagdo ao grupo controle,
como observado com a Ciclosporina. Esse fato poderia ser explicado pela menor
especificidade de agdo da Azatioprina na vigildncia imunolégica antitumoral, em
relagdo & CS e/ou por uma agdo citotéxica da Azatioprina. Observou-se ainda no
grupo tratado com AZA a regressdo espontdnea do tumor em 01 animal, falando a
favor da grande imunogenicidade do tumor T.E.G.S. 2047, em uma correlagdo
com a observagdo clinica, embora rara, de que alguns tumores passam por uma

regressdo espontinea (Rosenberg, 1991).

O efeito dos glicocorticéides ¢ exercido através da inibi¢o da liberagfo de
IL-1 e TNF pelos macréfagos ativados. Esse bloqueio da liberagdo de IL-1 por
macréfagos ativados poderia inibir indiretamente a produgéo de IL-2 pelas células
T (Dinarello & Mier, 1987; Lew et al., 1988; Mantovani et al, 1994; Marino &
Doyle, 1994). Esse efeito, entretanto, nfo é exercido diretamente na inibi¢do do
RNAm para IL-2 como € feito pela Ciclosporina (Borel, 1992). Os fagécitos
mononucleares, dessa maneira, sio o principal alvo p&a a atividade
imunossupressora dos glicocorticéides, interferindo na fungfio macrofigica,
causando monocitopenia, bloqueando o recrutamento tecidual, causando defeitos
de diferenciagdo, de ativagdo e de fungdo dos macréfagos maduros (Goldifien,
1998). Essa agdo dos Gc ¢ importante, uma vez que os macréfagos constituem um
potente sistema de defesa contra o desenvolvimento de metastases, e vigilancia
imunologica. A presenga dos TAM (“Tumor-Associated Macrophages”),
entretanto, ndo significa necessariamente uma resposta protetora do hospedeiro,
0 que vai depender do grau de citotoxicidade do macréfago, e de fatores
que determinem sua estimulagdo (Key, 1983). Os glicocorticéides também
causam inibigdo de fungdo das células EN. Os glicocorticéides induzem ainda
apoptose em linfocitos de espécies sensiveis, como nos camundongos,
mas particularmente quando usados em altas doses (Mantovani et al, 1994), o que
ndo foi o caso nesses experimentos. Quanto a uma possivel agdo dos
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glicocorticéides em inibir o processamento e apresentagdo de antigenos pelos
macréfagos, ao sistema imune (Gerrard et al., 1984; Goldifien, 1998; Marino &
Doyle, 1994), poderia ser sobrepujada por outras células APC (apresentadoras de
antigenos), ou por células tumorais que tivessem essa capacidade (Palacios,1982;
Restifo & Wang, 1996). Em relagdo & curva de crescimento tumoral, foi
observado um aumento no volume tumoral em relagio ao grupo controle, embora
significativamente menor do que o observado com a Ciclosporina. Esse efeito
pode ser devido a sua agdo nos processos imunolégiocos antitumorais, como nos
macrofagos e linfécitos T, embora nesse tltimo sua agdio seja bem menos

especifica que a da Ciclosporina.

4. Micofenolato mofetil (CellCept), sua a¢fio no sistema imunolégico e sua

influéncia sobre a progressio tumoral no modelo experimental do tumor

T.E.G.S. 2047.

O Micofenolato Mofetil (MMF) foi aprovado pelo FDA em 1995 para uso
em pacientes transplantados renais nos EUA, tendo sido langado oficialmente no
Brasil em 1996 (Noronha, 1997). Por seu uso recente como droga
imunossupressora, ainda nfo hd evidéncias clinicas do desenvolvimento de
neoplasias (van Gelder et al, 1997; Barbuto et al., 1998). No presente trabalho,
ndo foi observado nenhum foco metastatico no grupo tratado com Micofenolato
mofetil (CellCept) na dose de 20 mg/Kg/dia, embora essa droga iniba o sistema
imune com uma ag#o antiproliferativa e citostatica sobre os linfécitos. Esse fato
pode ter ocorrido devido ao bloqueio da glicosilagdo de proteinas envolvidas na
adesdo intercelular de linfocitos e mondcitos as células endoteliais. A deplecdo de
GTP mediada pelo AMF inibe a transferéncia de fucose e manose para as
glicoproteinas, algumas dais quais sfo moléculas de adesio que medeiam

a ligacdo dos leucécitos as células endoteliais e as células alvo (Albelda
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& Buck, 1990; Allison & Eugui, 1993; Allison et al., 1993). Tais moléculas de
adesdo parecem estar também envolvidas no processo de adesdo das células
metastdticas as células endoteliais do érgdo-alvo (McCormick & Zetter, 1992;
Hart, 1996), assim, o Micofenolato Mofetil poderia estar bloqueando esse passo
da cascata metastatica, € o conseqiiente extravasamento da célula tumoral no
0rgdo alvo. Sabe-se ainda que as moléculas de adesdo também participam no
processo nas fases efetoras e de iniciagdo da resposta imune. A interacdo entre
células apresentadoras de antigenos e linfocitos requer a ligagdo complementar de
moléculas de adeséo, e 0 mesmo fato é verdadeiro sobre a interagio dos linfocitos
efetores com as células alvo. O bloqueio entfo, da interagdo entre moléculas de

adesdo complementares, poderia exercer uma atividade imunossupressora e

antiinflamatdria (Allison & Eugui, 1994).

Quanto a dose de 40 mg/Kg/dia de MMF, ela mostrou-se téxica em nossos
experimentos, com 8 dos 10 animais morrendo na 1* semana de tratamento, antes
de desenvolver o tumor. O pulmio e o figado desses animais mostravam-se
bastante hemorréagicos. Dessa maneira, baixamos a dose para 20 mg/Kg/dia, que é
uma dose que tem se mostrado imunossupressora em modelos experimentais em

ratos (Martelius et al., 1997; Miiller et al., 1998).

Em relagdo a curva de crescimento tumoral em nossos experimentos, o
Micofenolato Mofetil na dose de 20 mg/Kg/dia, ndo mostrou diferenca
significativamente estatistica (p<0,05) no volume tumoral ou em sua velocidade
de crescimento em relag@o ao grupo controle. Uma caracteristica do Micofenolato
Mofetil que poderia explicar essa curva de crescimento tumoral, bem como o nio
desenvolvimento de metéstases, é o fato do Acido Micofenélico ter uma atividade
antitumoral, sendo o MMF usado originalmente, na década de 70, como uma

droga antineoplasica (Vanrenterghem, 1997). Entretanto, as altas doses de
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AMF requeridas e o seu rapido “clearence” limitou o seu potencial
desenvolvimento (Tressler et al., 1994). A atividade antiproliferativa do AMF ja
havia sido demonstrada in vitro contra uma variedade de linhagens de células
tumorais (Sweenwy et al., 1972), e in vivo contra leucemias, linfomas e tumores
solidos, todos murinos (Carter et al., 1969; Suzuki et al., 1969; Ohsugi et al.,
1976). Posteriormente, Tressler e colaboradores (1994) demonstraram que o AMF
inibia, in vitro, o crescimento de uma variedade de linhagens de células tumorais
humanas (leucemias, linfomas e tumores sdlidos), provavelmente por um efeito
citostatico. Eles demonstraram ainda que o tratamento com MMF inibiu o
crescimento tumoral (tumores humanos) s.c. em camundongos nude atimicos, em
doses que variavam entre 120 e 240 mg/Kg/dia. Tressler e colaboradores (1994)
mostraram ainda que o MMF (240 mg/Kg/dia) aumentou o tempo de sobrevida de
camundongos atimicos inoculados via endovenosa com células de linfoma murino,
em um modelo de metastase experimental. Em nossos experimentos ndo houve
uma diminui¢do do volume tumoral em relagdo ao controle, como nos
experimentos de Tressler e colaboradores (1994). Entretanto, sendo o tumor
T.E.G.S. 2047, como visto anteriormente, possivelmente imunogénico, esperar-se-
ia que uma droga fortemente imunossupressora como o ¢ o MMF, a semelhanga
da Ciclosporina, levasse a um aumento do volume tumoral, bem como ao
desenvolvimento de metistases em nosso modelo experimental. Esses resultados,
entretanto, ndo foram observados apdés o tratamento com MMF nesses
experimentos, mesmo com as doses utilizadas tendo se mostrado
imunossupressoras em outros modelos experimentais (Miiller et al, 1998;
Martelius et al., 1997). Esses efeitos do MMF poderiam ser explicados, além de
sua a¢do em moléculas de adesdo vista acima, por uma atividade citostética sobre

as células tumorais.
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5. Influéncia da Ciclosporina, Azatioprina, Metilprednisolona e Micofenolato

mofetil nos indices leucocitarios dos animais com o tumor T.E.G.S. 2047.

O leucograma refletiu o modo de agdo das diferentes drogas
imunossupressoras, em nosso experimento. Foi observado uma linfopenia nos
animais tratados com Ciclosporina, provavelmente resultante da agdo da CS nos
linfécitos T. O niimero de leucdcitos totais, entretanto, ndo mostrou-se alterado,
devendo-se talvez a uma ag@o mais especifica ao funcional nos linfécitos T. Nos
animais tratados com Azatioprina nfo foram observadas alteragdes
estatisticamente significativas no leucograma (considerando-se p<0,05),
demonstrando ser a dose utilizada ndo téxica para a medula 6ssea (Marino &
Doyle, 1994). A atividade antiinflamatéria da Azatioprina é provavelmente
explicada por sua agdo na produgéo de fagécitos. Entretanto, ela diminui o seu
recrutamento para fora da circulagéio (Mantovani et al, 1994; Goldifien, 1998), o
que poderia explicar, assim, uma ndo alteracdo em seus niveis, no hemograma.
Em relagdo as alteragdes observadas nos animais tratados com Metilprednisolona,
¢ sabido que os glicocorticoides causam importantes mudangas no numero
relativo e absoluto de leucdcitos na circulagdo. Em nossos experimentos, foi
observado uma neutrofilia nos animais tratados com Metilprednisolona, tanto em
relagdo ao grupo controle (p<0,05), como em relagdo aos grupos tratados com
Ciclosporina e Azatioprina (p<0,05). A granulocitose neutrofilica geralmente ¢é
observada apés a administragdo de glicocorticoides, provavelmente como
conseqiiéncia tanto da estimulacdo da liberagdo a partir da medula 6ssea, como
da diminui¢do da migragdo para fora da circulagdo sanguinea (Mantovani et al,
1994; Goldifien, 1998). Foi observado ainda, nesse grupo, uma importante
linfopenia, tanto em relagdo ao grupo controle (p<0,01), como em relagdo aos
grupos tratados com Ciclosporina e Azatioprina (p<0,05). Esse efeito dos

glicocorticoides pode ser devido ao fato de que, em espécies sensiveis, eles
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causarem morte celular programada, além da diminuigfo funcional nos linfocitos
(Mantovani et al, 1994; Goldifien, 1998). Em relagdo ao Micofenolato Mofetil, a
leucocitose, com linfocitose e neutrofilia observada em relagéio ao grupo controle
(p<0,05), pode ser explicada pela inibicdo da glicosilagio das moléculas de
adesdo, inibindo assim a adesdo dos leucdcitos s células endoteliais, ¢ o
conseqiiente recrutamento de linfécitos e mondcitos para fora da circulagdio
(Albelda & Buck, 1990; Allison & Eugui, 1993; Allison et al., 1993). Trabalhos
experimentais em ratos t€ém demonstrado a inibi¢do do extravasamento vascular
de leucdcitos. Miiller e colaboradores (1998) demonstraram que o Micofenolato
Mofetil inibia significativamente a expressdo de ICAM-1, bem como levava a
uma diminui¢do no acumulo de linfécitos no rim remanescente apds nefrectomia
parcial (5/6 do rim). Em um outro trabalho, Blaheta e colaboradores (1998),
observaram in vitro, uma diminui¢do na adesdio das células CD4" e CD8" pelo
Micofenolato Mofetil. Observaram ainda uma diminuigdo na expressdo de E-
selectina e P-selectina na membrana das células endoteliais na presenga do MMF.
Esse trabalho mostrou ainda que a capacidade de ligagdo dos linfécitos, associada
ao LFA-1(aL/B2 ou “antigen-17), VLA-4 (a4B1 ou “very late antigen-4”), PSGL-
1 (“p-selectin glycoprotein ligand-1), & molécula de adesdio ICAM-1, VCAM-1

(“Vascular Adhesion Molecule-1”) e p-selectina, encontrava-se diminuida.

O presente trabalho vem corroborar a importincia da barreira imunolégica
na supressdo da progressdo tumoral, sugerindo uma ativa participagio da
Ciclosporina na inibicdo dos mecanismos envolvidos na vigildncia imunoldgica
do tumor T.E.G.S. 2047, de forma superior as drogas imunossupressoras
convencionais (Azatioprina e Metilprednisolona). Em relagdo ao CellCept, uma
droga nova “racionalmente planejada”, apesar de sua a¢fo imunossupressora, com
resultados promissores em terapias de resgate em rejei¢Oes refratarias (Barbuto et

al., 1998), poderia, por sua agdo em moléculas de adesdo endoteliais, estar

141



prevenindo a formag&o de metastases em nosso modelo experimental.
CONCLUSOES

1. Os animais que receberam apenas o tumor T.E.G.S. 2047 (10° células via s.c.),
ndo submetidos a imunossupressdo, ndo desenvolveram metéstases em nenhum

6rgdo examinado.

2. A Ciclosporina (10 mg/Kg/dia) aumentou o indice de metdstase pulmonar
(72,72%) nos animais inoculados com o tumor T.E.G.S. 2047, em relagdo ao
grupo controle (0%). A Ciclosporina apresentou um efeito permissivo no
desenvolvimento de metastases significativamente maior em relagio 2

Azatioprina e a Metilprednisolona..

3. A Azatioprina (4 mg/Kg/dia) e a Metilprednisolona (1 mg/Kg/dia) causaram um
aumento no indice de metastase pulmonar, 43,75% e 50%, respectivamente,
nos animais inoculados com o tumor T.E.G.S. 2047, em relagio ao grupo
controle (0%), ndo apresentando, entretanto, diferenca estatisticamente

significativa entre si.

4.0 Micofenolato mofetil (CellCept) (20mg/Kg/dia) nfio causou o

desenvolvimento de metdstases em nosso modelo experimental.

5. Em relagdo a curva de crescimento, a Ciclosporina levou a um aumento no
volume tumoral do T.E.G.S. 2047 em comparago aos tumores dos animais que
ndo receberam imunossupressdo (grupo controle), bem como aos animais dos

grupos tratados com Azatioprina e Metilprednisolona.
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6. Os tumores dos animais tratados com Metilprednisolona mostraram um
desenvolvimento maior em relagdo ao grupo controle. Os tumores dos animais
tratados com Azatioprina, entretanto, nio mostraram diferenca no volume

tumoral em relagéo ao grupo controle.

6. Os tumores dos animais tratados com Micofenolato mofetil (CellCept), na dose
de 20 mg/Kg/dia, também nfo mostraram diferenga no volume em relagdio ao

grupo controle.

7. Quanto ao hemograma, ndo foram encontradas altera¢des significativas ao nivel
dos leucdcitos totais nos grupos tratados com CS, AZA e MP. Os animais
tratados com Ciclosporina mostraram uma linfopenia. Os animais tratados com
Metilprednisolona, por sua vez, apresentaram linfopenia e neutrofilia. N&o
foram encontradas, entretanto, altera¢gdes ao nivel leucocitario nos animais
tratados com azatioprina. Quanto aos animais tratados com Micofenolato

Mofetil, observou-se uma leucocitose, com linfocitose e neutrofilia.

Nosso trabalho sugere uma ativa participagdo das drogas utilizadas no
esquema  classico de  imunossupressdo  (Ciclosporina/  Azatioprina/
Metilprednisolona), principalmente da Ciclosporina na inibigio dos mecanismos
envolvidos na vigildncia imunolégica do tumor T.E.G.S. 2047. Eles também
corroboram os resultados de outros autores que mostram o aumento da incidéncia

de tumores malignos em pacientes transplantados tratados com CS.
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