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"Só quando podemos desenvolver livremente as possibilidades que nos são
inerentes é que podemos viver como pessoas livres"

Baruch Spinoza

Filósofo holandês

1632-1677

(extraído do livro O mundo de Sofia, de Jostem Gaarder)
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Este trabalho foi realizado no Laboratório de Oncologia Experimental do

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceará

com o apoio do Centro de Pesquisas em Doenças Hepato-Renais e do Instituto
Claude Bernard.

As drogas utilizadas no estudo foram doadas pelo Núcleo de Assistência
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RESUMO

"EFEITO DOS IMUNOSSUPRESSORES CICLOSPORINA IVIICROEMULSÃO, MICOFENOLATO
MOFETIL E RAPAMICINA NO DESENVOLVIMENTO DO TUMOR DE WALKER". SÔNIA LEITE
DA SILVA. Tese apresentada ao Curso de Pós-Graduação em Farmacologia do Departamento de
Fisiologia da Universidade Federal do Ceará como pré-requisito para obtenção do título de Doutor
em Farmacologia. Fortaleza, 2003. Orientadores: Maria Elisabete Amaral de Moraes e Henry de
Holanda Campos.
Objetivos: O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos de 3 imunossupressores no
desenvolvimento do tumor de Walker e avaliar uma nova técnica de isolamento destas células
utilizando um gradiente de fícoll-hypaque.
Métodos e Resultados: Um 1 milhão de células tumorais foram injetadas por via sc. na axila
direita de ratos Wistar machos de 4 a 8 semanas de idade. Volume tumoral (TV), %
inibição/crescimento tumoral (Tl) e peso tumoral (TW) foram analisados por ANOVA multivariada e
univariada. Experimento l: (grps): 1-Controle (Cont, n=10), água mineral; 2-Rapamicina,
1,5mg/kg/dia (Rapa, n=10); 3-Ciclosporina microemutsão, 10mg/kg/d, (CsA, n=10); 4-Micofenolato
mofetil, 10mg/kg/d (MMF, n=10). As drogas foram introduzidas 24h antes da inoculação do tumor e
administradas v. o. durante 10 dias. No 10° dia, TV foi menor no grp Rapa do que no Cont
(6,8±2,7cm3 vs. 14,9±4,2cm3, p<0,001), mas semelhante ao da CsA (13,9±3,0cm3, p=0,89). TV foi
menor no grp MMF em relação ao Cont (10,3±2,8cm , p<0,05). Tl: Rapa-49,3%; MMF-28,3%. TW
também foi significativamente menor na Rapa (3,7±1,2g) e MMF (5,2±2,0g) quando comparados
com CsA (8,8±2,1g) e Cont (7,3±2,0g). Experimento II: Cont (n=9); Rapa (n=8); Rapa+CsA (n=9);
Rapa+MMF (n=9). Todas as drogas foram iniciadas 24h antes da inoculação tumoral e
administradas durante 10 dias. No 10° dia, TV foi menor nos grps Rapa, Rapa+CsA e Rapa+MMF
quando comparados com o grp Cont (3,8±1,5cm ; 3,1±1,2cm e 4,6±2,7cm vs. 10,9±3,8cm3;
p<0,0001). TW também foi menor nestes grps do que no Cont (3,5±1,2g; 2,3±0,4g; e 2,7±1,1g vs.
7,3±1,4g; p<0,0001). Tl foi de -52.1% no grp Rapa, -68.5% no grp Rapa+CsA e -63% no grp
Rapa+MMF. Experimento III: Cont (n=7); CsA (n=9); MMF+CsA (n=8). Todas as drogas foram
iniciadas 24h antes do implante tumoral e administradas por v. o. durante 10 dias. No 10 dia, TV
do grp MMF+CsA (19,7±3,7cm ) foi semelhante (p=0,435) aos da CsA (18,3±3,4cm ) e Cont
(19,1±3,5cm). Da mesma forma, TW foi similar entre os grps (CsA=11,2±2,1g;
MMF+CsA=9,9±2,8g; e Cont=9,7±3,1g; p=0,457). Experimento IV: Cont (n=7); Rapa (n=10); MMF
(n=9). Todas as drogas foram iniciadas no 4° dia após o implante tumoral e administradas durante
7 dias. No 10° dia, TV nos grps Rapa e MMF foram semelhantes ao Cont (Rapa=13,2±3,2cm3e
MMF=12,3±5,5cm vs Cont=14,9±7,4cm ; p=0,831) da mesma forma que o TW (Rapa=5,2±1,6g e
MMF=6,9±2,4g vs. Cont=6,3±3,2g; p=0,229). Experimento V: Técnica de Isolamento das
Células Tumorais. A suspensão de células tumorais foi centrifugada em gradiente de Ficoll-
Hypaque e 1 ml da suspensão foi injetado sc. na axila direita (n=10) e TV, TW foram comparados
com animais injetados com 1 ml da suspensão de células utilizando a técnica sem gradiente de
ficoll-hypaque (n=10). No 10° dia, nenhuma diferença foi observada no TV (sem ficoll=17,9±3,8 e
com fícoll=17,2±4,4cm3; p=0,190) nem no TW (sem ficoll=7,0±1,8g; com ficoll=7,3±2,8g, p=0,569)
entre as duas técnicas. Experimento VI: foi avaliado o efeito da Rapa sobre o crescimento tumoral
utilizando o gradiente de fícoll para isolamento das células tumorais. Cont (n=10) azeite de oliva;
Rapa (n=10). Rapa foi iniciada no 4° dia após o implante tumoral e administrada por v. o. durante
10 dias. No 13° dia, TV no grp da Rapa (21,1±6,0 cm3) foi semelhante ao Cont (24,9±6,4cm3;
p=0,831) da mesma forma que o TW no 14° dia (Rapa=9,3±4,0g vs. Cont=10,0±2,6g; p=0,445).
Conclusões: O gradiente de Ficoll-Hypaque pode ser usado com sucesso para isolamento das
células tumorais do carcinossarcoma de Walker. Rapa inibiu de maneira importante o crescimento
do carcinossarcoma de Walker quando usada isoladamente ou associada à CsA microemutsão ou
MMF. MMF também atenua o crescimento do carcinossarcoma de Walker quando usado
isoladamente, porém este efeito inibitório é perdido quando o MMF é associado à CsA. Não existe
sinergismo para inibição do crescimento tumoral com o emprego da associação Rapa + MMF. O
efeito anti prol iferativo da Rapa e do MMF é perdido quando as drogas são introduzidas após o
tumor se apresentar em fase de crescimento.
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ABSTRACT

Effect of Immunosuppressive Cyclosporin microemulsion, Mycophenolate mofetil and
Rapamycin in Tumor Development of Walker's Tumor. SÔNIA LEITE DA SILVA. Paper
presented to the Post-Graduation Course of Pharmacology at the Federal University of Ceara as
required to obtain the PhD degree in Pharmacology, Fortaleza, 2003. Professors: Maria Elisabete
Amaral de Moraes and Henry de Holanda Campos.
Purpose: The purpose of this study was to investigate the effect of 3 immunosupressive drugs on
Walker's tumor development and to evaluate a novel isolation technique of these tumoral cells
using a ficoll-hypaque gradient.
Methods and Results, one million of tumoral cells were inoculated by sc. injection in the right
axilary region in forty male Wistar rats, 4-8 weeks-age. Tumor volume (TV), % tumor
growth/inhibition (Tl), and tumor weight (TW) were assessed and analysed by ANOVA multivariate
and univariate assays. Experiment I: 1-Control (n=10), mineral water; 2-Rapamycin, 1.5mg/kg/day
(Rapa, n=10); 3-Cyclosporin microemulsion, 10mg/kg/d, (CsA, n=10); 4-Mycophenolate mofetil,
10mg/kg/d (MMF, n=10). All drugs were introduced one day before tumor inoculation and
administered p.o. over 10 days. On day 10, TV was smaller in Rapa than in Control (6.8±2.7cm3 vs.
14.9±4.2cm3, p<0.001) in opposition to CsA (13.9±3.0cm3, p=0.89). TV was lower in MMF than in
Control (10.3±2.8cm3, p<0.05) and similar to CsA and Rapa Tl was -49.3% in Rapa and -28.3% in
MMF. TW was also significantly lower in Rapa (3.7±1.2g), MMF (5.2±2.0g) as compared to CsA
(8.8±2.1g) and Control (7.3±2.0g). Experiment II: Control (n=9); Rapa (n=8); Rapa+CsA (n=9);
Rapa+MMF (n=9). All drugs were started 24 hr. before tumor inoculation and adiministered over 10
days. On day 10, TV was lower in Rapa, Rapa+CsA and Rapa+MMF as compared to Control
(3.8±1.5cm3; 3.1±1.2cm3 and 4.6±2.7cm3 vs. 10.9±3.8cm ; p<0.0001). TW was also lower in theses
groups than in Control (3.5±1.2g; 2.3±0.4g; and 2.7±1.1g vs. 7.3±1.4g; p<0.0001). Tl was -52.1% in
Rapa, -68.5% in Rapa+CsA and -63% in Rapa+MMF. Experiment III: Control (n=7); CsA (n=9);
MMF+CsA (n=8). Drugs were given p. o. over 10 days beginning 24 hr. before tumor inoculation.
On day 10, TV was similar (p=0.435) in MMF+CsA (19.7±3.7cm3) as compared to CsA
(18.3±3.4cmá) and Control (19.1±3.5cm''). TW was similar in theses groups (CsA=11.2±2.1g;
MMF+CsA=9.9±2.8g; and Control=9.7±3.1g; p=0.457). Experiment IV: Control (n=7); Rapa (n=10);
MMF (n=9). All drugs were started on Day 4 after tumor implant and administered over 7 days. On
day 10, TV in Rapa and MMF were similar to Control (Rapa=13.2±3.2cm3and MMF=12.3±5.5cm3vs
Control=14.9±7.4cm3; p=0.831) as well as TW (Rapa=5.2±1.6g and MMF=6.9±2.4g vs.
Control=6.3±3.2g; p=0.229). Experiment V: Isolation Technique of Tumoral cells Using a
Ficoll-Hvpaaue Gradient. The tumoral cells were centrifuged on a Ficolt-Hypaque gradient and
one million cells tumoral were implanted in the right axilary region (n=10) and TV, Tl, and TW were
compared with technique without the Ficoll-Hypaque gradient (n=10). On day 10, no differences
were observed in TV (without ficoll=17.9±3.8 and with ficoll=17.214.4cm ; p=0.190) and TW
(without ficoll=7.0±1.8g; with ficoll =7.3±2.8g, p=0.569). Experiment VI: the effect of Rapa on tumor
growth was assessed using the tumor cell suspension obtained by a ficoll-hypaque gradient.
Control (n=10) olive oil; Rapa (n=10). Treatment was started on Day 4 after tumor implant and
administered p. o. over 10 days. On day 13, TV in Rapa (21.1 ±6.0 cm3) was similar to Control
(24.9±6.4cm3; p=0.831). as well as TW on day 14 (Rapa=9.3±4.0g vs. Control=10.0±2.6g;
p=0.445).
Conclusions: A Ficoll-Hypaque gradient can provide more adequate isolation of Walker's
carcinossarcoma cells. Rapamycin greatly inhibited tumor growth when used alone or in association
with cyclosporin micro-emulsion or MMF. MMF when used alone in this model attenuated Walker's
carcinossarcoma growth but this inhibitory effect was lost when MMF is used in combination with
CsA. There was no synergism in the association Rapa + MMF in the inhibition of tumor growth The
antiproliferative effect of Rapa or MMF was lost when either drug was administered in presence of a
established tumor.
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PREFACIO

O primeiro transplante renal no Estado do Ceará foi realizado em 1977 no

Hospital Universitário Walter Cantídio e, desde então, 370 transplantes foram

realizados neste centro. A partir de 1983 o Hospital Geral de Fortaleza tornou-se

um importante centro de transplante renal, com a realização de 505 transplantes.

A Central de Transplantes de Estado do Ceará foi criada em junho de 1998

e desde a sua criação foram realizados 510 transplantes renais, 35 cardíacos e 10

hepáticos.

Estes receptores de transplante, tratados com drogas imunossupressoras

para evitar a rejeição do enxerto, apresentam elevado risco de desenvolvimento

de neoplasias, principalmente de pele, devido à exposição solar intensa em nossa

região. A incidência de neoplasias nos receptores de transplante e a morbidade e

mortalidade associadas justificam o investimento em pesquisas que visem obter

mais informações sobre a participação das novas drogas imunossupressoras

sobre o desenvolvimento de tumores, o que constitui o objetivo principal desta

tese. Informações científicas recentes de que agentes como micofenolato mofetil e

rapamicina poderiam exercer ação antineoplásica, evitando a progressão de

neoplasias ou favorecendo a sua regressão, representaram um dos principais

argumentos para a realização deste trabalho.

No capítulo introdutório descrevemos inicialmente a evolução natural de um

transplante, a partir dos mecanismos de reconhecimento do antígeno, os diversos

tipos de rejeição, bem como as drogas imunossupressoras utilizadas para sua

profilaxia. As drogas empregadas em nosso modelo experimental foram a

Ciclosporina microemulsão, o Micofenolato mofetil e a Rapamicina. A abordagem

de cada droga envolveu a sua composição química, farmacocinética, mecanismo

de ação e toxicidade. Por último, um enfoque especial foi dado à ocorrência de

neoplasias, complicação decorrente da imunossupressão, com demonstrações
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das diferentes incidências de neoplasia de acordo com as regiões, tipo de

transplante e tempo de imunossupressão. Os principais tipos de neoplasias foram

descritos, bem como alguns fatores de riscos a eles associados.

A escolha do carcinossarcoma de Walker para avaliar a atividade

antiproliferativa das drogas imunossupressoras, deveu-se ao fato de ser este um

modelo bem caracterizado e reprodutível de tumor, de rápido crescimento, com

baixo grau de metástases, que vem sendo utilizado em nossa Universidade há

vários anos para testar a ação de substâncias anti-tumorais (FONTELES et al,

1966; MORAES et al, 1980).

Numa primeira fase, o protocolo experimental foi desenvolvido para testar o

efeito de cada droga isoladamente e da associação de drogas como CsA+Rapa,

CsA+MMF ou MMF+Rapa sobre o crescimento tumoral, após a inoculação de um

milhão de células tumorais na região subcutânea axilar direita em ratos Wistar

machos. As drogas foram iniciadas 24 horas antes do implante tumoral. Os

parâmetros avaliados foram volume e peso tumoral, percentagem de inibição do

crescimento tumoral e peso corporal dos ratos. Como foi observado um efeito

antiproliferativo com o MMF e a Rapamicina, foi averiguado se este efeito

permanecia se a droga fosse introduzida quando o tumor já se apresentava em

fase de crescimento, ou seja no 4° dia após o implante tumoral.

Na segunda fase, testamos uma nova técnica de isolamento da célula

tumoral utilizando um gradiente de ficoll, com a finalidade de eliminar pequenos

fragmentos de tecidos, hemácias, granulócitos e plaquetas que permanecem na

suspensão celular e que talvez pudessem interferir no crescimento tumoral. Uma

vez mostrado que a célula tumoral permaneceu viável, foi realizado um estudo

comparativo entre as duas técnicas

Por último, investigamos novamente a ação da Rapamicina na regressão

tumoral utilizando a nova técnica de obtenção da suspensão celular.
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Os resultados destes experimentos são de grande importância, pois

existem raros trabalhos utilizando modelos in vivo para testar o efeito

antiproliferativo das novas drogas imunossupressoras e nenhum com este

desenho experimental.
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Desde a realização do primeiro transplante com sucesso entre humanos

por J. E. Murray em 1954, o grande desafio dos transplantes de órgãos tem

sido controlar a resposta imune do receptor dirigida contra o enxerto do doador,

processo conhecido como rejeição (HAMILTON, 1988). O conhecimento dos

mecanismos de rejeição só foi possível graças à melhor compreensão dos

mecanismos de resposta imune.

1. MECANISMOS DE RESPOSTA IMUNE

1.1. Fase de Reconhecimento Antigênico e Ativação dos Linfócitos

O primeiro passo no início da resposta imune é o reconhecimento

antigênico. As principais moléculas envolvidas neste reconhecimento formam o

Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH), também conhecido como

Sistema de Antígenos Leucocitários Humanos (H LA). Este Complexo está

localizado no braço curto do cromossoma seis e pode ser dividido em duas

classes de moléculas: classe l localizada nos /OC/A, B, C, e classe II, localizada

nos loci DR, DP, DQ (ROITT et al., 1999).

As moléculas de classe l são expressas em quase todas as células

nucleadas do organismo, sendo responsáveis pela ativação dos linfócitos

CD8+, enquanto que as de classe II são expressas principalmente nas células

imunocompetentes, incluindo macrófagos, células dendríticas, linfócitos B, e

são responsáveis pela ativação dos linfócitos CD4+. Células endoteliais e

tubulares renais, entre outras, podem ser induzidas a expressarem moléculas

de classe II em resposta a citocinas inflamatórias, principalmente interferon y

(INF-y), adquirindo um papel estimulatório na resposta imune ao transplante

(PANAJOTOPOULUS et al., 1997; ABBAS et al., 2002a).

O reconhecimento dos aloantígenos é realizado pelo receptor localizado

na superfície dos linfócitos T (TCR). Estes aloantígenos são apresentados aos

linfócitos T pelas células apresentadoras de antígenos (CAAs), em forma de

peptídeos, sempre ligados às moléculas do CPH (PADUA NETO, 1999).
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As CAAs podem ser células do doador presentes dentro dos órgãos

vascularizados no momento do transplante, os chamados "leucócitos

passageiros". Estas células expressam moléculas de classes l e II e podem

estimular diretamente os linfócitos T, iniciando o processo de rejeição. Esta

constitui a via direta de alo-reconhecimento do antígeno (PÁDUA NETO,

1999).

Na via indireta, as CAAs do receptor fagocitam os aloantigenos do

doador, processam peptídeos ligados às moléculas do CPH, expressando-os

na fenda da superfície celular (PADUA NETO, 1999).

A ligação do aloantígeno ao TCR, o primeiro sinal para a ativação dos

linfócitos T, é importante, porém, não suficiente para o desencadeamento do

processo de rejeição ao enxerto. Sinais co-estimulatórios são necessários para

ativar as células T (SALOMON et al., 1998).

Moléculas de adesão são expressas nas células T e se unem a seus

respectivos ligantes, localizados nas superfícies das CAAS, com a finalidade de

estabilizar a adesão intercelular. A expressão destes ligantes nas CAAS é

regulada por citocinas inflamatórias, como interleucina 1 (IL-1), IL-6, fator de

necrose tumoral (FNT), INF-a e INF-p. Este fato explica porque as CAAs

ativadas por citocinas são mais eficientes na ativação das células T e esta

observação também pode ser aplicada para as CAAs amadoras, por exemplo,

células endoteliais ativadas por citocinas (SALOMON et al., 1998). Isto pode

explicar porque a rejeição é mais comum nos primeiros meses após o

transplante e porque pacientes estáveis com infecção ativa podem subitamente

desenvolver rejeição aguda. A necrose tubular aguda pode ser considerada um

estado pro-inflamatório. A morte cerebral do doador é frequentemente

associada a trauma grave, hipotermia, instabilidade hemodinâmica ou

bacteremia subclínica, devida a múltiplas punções endovenosas antes da

retirada dos órgãos. Assim, a maior incidência de rejeição em enxertos com

função retardada poderia ser explicada pelo aumento na expressão dos

ligantes co-estimulatórios induzido pelas citocinas (SALOMON et al., 1998).
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Entretanto, o aumento da adesão entre as células também não é

suficiente para ativar as células T, sendo necessário que ocorra o segundo

sinal de ativação. Na verdade, os sinais do complexo TCR/CD3, se não forem

acompanhados do segundo sinal, podem levar à inativação celular, também

designada como estado de anergia celular (ABBAS et al., 2002b).

O segundo sinal melhor conhecido ocorre pela ligação das moléculas

CD28 dos linfócitos T com as moléculas co-estimuladoras B7-1 (CD80) e B7-2

(CD86), expressas na superfície das CAAs "profissionais", incluindo células

dendríticas, macrófagos e linfócitos B. Essas moléculas, ausentes ou

expressas em baixos níveis nas células T em repouso, são induzidas por vários

estímulos, como endotoxinas, INF-y e ligação do CD40L da célula T ao CD40

localizado na superfície das CAAs. As células T ativadas expressam outras

moléculas de superfície, como CTLA-4, homóloga de CD28, que transmite

sinais que inibem a ativação das células T, podendo exercer um papel no

término da resposta da célula T e na autotolerância (ABBAS et al., 2002b).

O segundo sinal de ativação desencadeia o sistema de segundo-

mensageiro, que mobiliza cálcio dos estoques intracelulares e, por sua vez,

fosforila uma proteinoquinase, aumentando a síntese e expressão de IL-2 e de

seu receptor (IL-2R), essenciais para a expansão clonal das células CD4+

(ABBAS et al., 2002b).

Os linfócitos CD4+ são divididos em duas populações: Th1 e Th2,que

se diferenciam pelo perfil de interleucina que cada um produz. Os linfócitos Th1

produzem IL-2, IL-3, FNT-p, INF-a, -p, -y, e são responsáveis pela resposta

imune mediada por células. Os linfócitos Th1 ativam os principais fagócitos

(macrófagos e neutrófilos) e as células CD8+ (figura 1). Os linfócitos Th2 são

produtores de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 e são responsáveis pelo componente

humoral da resposta imune, pois ativam os linfócitos B, produtores de

anticorpos, (figura 2) (ABBAS et al, 2002c).

As células Th1 e Th2 se desenvolvem a partir de um mesmo precursor e

uma pode exercer função regulatória sobre a outra. O INF-p inibe a expressão

4
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das citocinas produzidas pelas células Th2, enquanto que a IL-4 e IL-10 inibem

aquelas produzidas pelas células Th1 (ABBAS et al., 2002c).
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Figura 1. Funções efetoras das células Th1. As células CD4+ que se

diferenciam em Th1 secretam INF-y, linfotoxina e IL-2. O INF-y atua sobre os

macrófagos para aumentar a fagocitose e a morte dos micróbios nos

fagolisosomas e sobre os linfócitos B para aumentar a produção de anticorpos

IgG que opsonizam os micróbios para a fagocitose. A IL-2 é um fator de

crescimento autócrino predominante para esta subpopulação de células T e,

juntamente com o INF-y, poderá contribuir para a diferenciação das células

CD8+ em linfócitos T citolíticos. A linfotoxina ativa os neutrófílos.

APC = células apresentadoras de antlgenos, INF = interferon, IL = interleucina

(ABBAS et al., 2002c)

6
TNTRnnTTCÃn



i

MiGróbiosJlfc Célula TCD4*
virgem

Ativaçãode
macrófagos

CétuláB

ARC

m

Proliferação e
diferenciação

m

IL-10,
IL-4IL-4•<!,

^M̂
Anticorpos IgG
neutrâlizantes
(humano: lgG4;
murinp: IgGt)

•^J^'^ii'^^

ia—s
!SS 

Células TH?
Eosinófilo

W^h.
ïasS.^i^ IL-5 sm

••

9 •*
ÏS

.;.;-': ms

t*.-.'. mï' s.*& ï.*«••.•

Supresáãoda
ativaçãode
macrófagos

I

•£

:^aBï»f.

Desgranulação
de mastócitos

Eosinófilo
ativado

'Í
•t'-

Figura 2. Funções efetoras das células Th2. As células CD4+ que se

diferenciam em células Th2 secretam IL-4 e IL-5. A IL-4 atua sobre as células B

para estimular a produção de anticorpos que se ligam aos mastócitos, tais

como IgE. A IL-4 é também uma citocina de crescimento e diferenciação

autócrina para as células Th2. A IL-5 ativa os eosinófilos. As citocinas

originadas das células Th2 antagonizam os efeitos de ativação dos macrófagos

das citocinas derivadas da Th 1.

APC= células apresentadoras de antígenos.

(ABBAS et al.,2002c).
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As células natural killer (NK) são grandes linfócitos granulares que

apresentam atividade espontânea contra células-alvo, não havendo

necessidade de exposição prévia aos antígenos como os linfócitos T

(imunidade natural). Elas são derivadas de uma linhagem linfóide diferente dos

linfócitos T e são CD3 -, CD16+, CD56+. Sua função é destruir células com

expressão diminuída ou aberrante de moléculas de classe l do CPH, podendo

ser importantes na detecção de células infectadas por vírus ou de células

malignas (IMBODEN et al., 2000).

As células NK utilizam grânulos citoplasmáticos contendo perforinas e

granzimas para destruir as células, são capazes de destruir células recobertas

por anticorpos (citotoxicidade celular dependente de anticorpo - CCDA),

produzem INF-y, TNF-a e fator estimulador de colónias de granulócitos-

macrófagos (CSF-GM). A produção de INF-y pode amplificar a resposta

imunológica celular, aumentando a ativação de macrófagos e desviando a

diferenciação de Th2 em Th1 (IMBODEN, 2000).

Uma citocina chave na rejeição é o INF-y, porque ativa os macrófagos,

as células endoteliais e aumenta a expressão das moléculas de classe l e II do

CPH (PÁDUA NETO, 1999).

Após a ativação dos linfócitos, ocorre a migração dos leucócitos para o

tecido transplantado. Para que esta migração ocorra, é necessário que haja um

aumento na expressão das moléculas de adesão na superfície dos leucócitos e

das células endoteliais, o que facilita a diapedese dos leucócitos, que uma vez

no tecido transplantado, iniciarão o processo de citotoxicidade e destruição do

aloenxerto. As principais moléculas de adesão leucocitárias são LFA-1

(leucocyte function-associated antigen-1), VLA-4 (very late activation antigen) e

L-selectina, enquanto que as moléculas de adesão vascular são ICAM-1

(intercellular adhesion molecule-1), ICAM-2, VCAM-10 (vascular cell adhesion

molecule-10) (PÁDUA NETO, 1999).
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2. TIPOS DE REJEIÇÃO AOS ENXERTOS

Rejeição é um processo de destruição do órgão transplantado pelo

hospedeiro que é iniciado e dirigido contra antígenos estranhos ou próprios do

enxerto (REICHEL et al.,1997).

O termo "crise de rejeição" foi utilizado pela primeira vez por Hamburger

et al. (1959) quando descreveram um paciente apresentando insuficiência renal

aguda reversível após receber um rim de seu irmão gémeo não homozigótico.

Com as melhorias desenvolvidas nas técnicas cirúrgicas, nas terapias

contra bactérias, vírus e fungos, e na seleção de doadores e receptores, a

origem imunológica passou a ser a principal causa precoce e tardia de perda

de enxertos (GILKS et al., 1990).

2.1. Rejeição Hiperaguda - RHA

A RHA ocorre rapidamente, frequentemente dentro de minutos a horas

após o restabelecimento do fluxo sanguíneo do órgão transplantado. O órgão

torna-se cianótico, mosqueado, edemaciado e a sua função cessa.

Histologicamente, a reação é caracterizada por deposição de anticorpos, lesão

endotelial, necrose fibrinóide, proeminente infiltrado de leucócitos

polimorfonucleares, formação de trombas plaquetários e escasso infiltrado

linfocitário (figuras 3 e 4) (WILLIAMS et al., 1968; FORBES et al., 1982;
STARZL et al., 1970; BUSCH et al., 1971).

Os dois tipos de anticorpos que podem induzir RHA são anticorpos IgG

contra antígenos de classe l do Sistema HLA (ou CPH) e anticorpos IgM contra

grupos sanguíneos ABO (MORLEY, 1994; PAUL et al., 1978; FRYER et al.,
1994).

A formação de anticorpos anti-HLA pode ser induzida por transfusões

sanguíneas, gravidez e transplante de órgãos, sendo que este último parece ter

um maior efeito na sensibilização (SANFILIPPO et al-, 1982).
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Relates de RHA associada a anticorpos contra antigenos endoteliais

específicos e antígenos de classe II do Sistema HLA são menos frequentes.

Este tipo de rejeição é provocado por anticorpos humorais dirigidos contra

aloantígenos do doador expressos nas células endoteliais (DEMIRHAN et al.;

1998). Teoricamente, a RHA pode ser prevenida pela realização de provas

cruzadas (crossmatch) pré-transplante e de transplantes com compatibilidade

no grupo sanguíneo ABO.

Apesar do desenvolvimento nas técnicas de provas cruzadas, este tipo

de rejeição ainda ocorre em aproximadamente 0,1% a 1,0% dos transplantes

de rim.

A patofisiologia exata da RHA ainda não foi elucidada. É provável que
mecanismo mediado por célula, mais especificamente CCDA, esteja envolvido.

Uma hipótese atual é que anticorpo específico contra células do endotélio

vascular induza rejeição hiperaguda ou acelerada (AHERN et al., 1982;

MOHANAKUMAR et al., 1981; JORDAN et al., 1988).

A RHA, embora relatada em transplantes renal e cardíaco, é um evento

extremamente raro no transplante hepático, mesmo quando realizado com

prova cruzada positiva (ADAMS, 1990).

2. 2. Rejeição Aguda - RA

A RA continua a ser a causa mais comum de perda de aloenxerto em

transplante, mesmo quando ocorre identidade completa entre o par doador e

receptor nos antígenos do Sistema HLA, os chamados htLA-idênticos.

Woodruff (1952) notou que a RA ocorria mais comumente nas primeiras

seis semanas após o transplante e, após este tempo, havia uma diminuição na

sua incidência e gravidade. As alterações histopatológicas da RA são

caracterizadas por um infiltrado agudo de células mononucleares,

frequentemente atingindo a região perivascular e provocando arterite (figuras 3

e 4). Estudos de imunohistoquímica têm mostrado que as células
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mononucleares infíltrantes são heterogéneas e consistem de células T,

macrófagos, células B e grandes linfócitos granulares. O padrão de infiltração

celular pode variar de acordo com o tipo do órgão transplantado e no mesmo

órgão, dependendo da região analisada (MORLEY, 1994).

Os mecanismos celulares envolvidos são bastante complexos e a

interação entre os vários tipos de células ainda não está esclarecida. Porém,

está claro que as células T CD4+ participam de modo importante na indução da

RA(SABLINSKIetal., 1991).

Em humanos, a responsividade das células CD8+ a aloantígenos sem

auxílio da célula CD4+ é muito limitada, sugerindo que um mecanismo celular

dependente de CD4+ seja dominante (YAMASHITA et al., 1990). Porém, com a

sensibilização podem ocorrer alterações qualitativas na resposta memória das

células CD4+ e CD8+, sendo a maior alteração detectada nas células CD8+,

que se tornam relativamente independentes do auxílio das células CD4+ e

podem isoladamente efetuar a rejeição, tornando a terapia com anticorpo

monoclonal anti-CD4 ou a paridade nos antígenos de classe II do Sistema HLA

menos efetivos na prevenção da rejeição aguda (HALL, 1991).

As células T podem ser divididas em dois grupos funcionais de acordo

com a capacidade de liberar citocinas e atrair macrófagos ativados para mediar

a destruição tecidual (hipersensibilidade tardia - DTH) ou capacidade das

células T de reconhecer especificamente uma célula alvo e provocar a sua lise

(citotoxicidade direta mediada por célula). Recentes estudos têm sugerido que

a resposta das células T citotóxicas predomina na rejeição aguda que ocorre

no início do transplante, enquanto que a resposta tipo DHT parece predominar

nas rejeições que ocorrem mais tardiamente (ODE-HAKIM et al., 1996).

Os anticorpos frequentemente associados com rejeição aguda e que

apresentam pior prognóstico são aqueles dirigidos contra os aloantígenos HLA

de classe l (HALLORAN et al-, 1992). O alvo destes anticorpos é o endotélio

das artérias e arteríolas da microcirculação e do glomérulo (TRPKOV et al.,

1996). Uma vez que o anticorpo é depositado, ocorre recrutamento de
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leucócitos polimorfonucleares e mononucleares, em virtude dos receptores Fe,

e linfócitos granulares grandes, via CCDA. Alterações na permeabilidade da

microvasculatura podem aumentar a afluência de células imunocompetentes

para o interstício do enxerto. O processo de reparação vascular pode resultar

em dano irreversível para os vasos do enxerto.

Durante o processo de rejeição renal, a expressão de ICAM-1, VCAM-1

e de aloantígenos de classe II do HLA é induzida de novo nas células do túbulo

renal pelas citocinas produzidas durante o processo inflamatório, tais como

FNT-a, IL-1, IL-6 e INFs (HILL et al., 1995; BISHOP et al., 1986; MOOLENAAR

et al., 1991). A exposição das CAAs a estas citocinas aumenta a expressão de

ligantes co-estimulatórios e favorece a ocorrência do segundo sinal necessário

para a ativação das células T, aumentando assim a eficiência na apresentação

do antígeno. Isto pode explicar porque os episódios de rejeição são mais

comuns nos primeiros meses após o transplante e porque pacientes com

função estável do enxerto podem subitamente apresentar rejeição aguda após

uma infecção virai.

2. 3. Rejeição Crónica - RC

A RC ocorre de maneira lenta e inexorável num curso de meses a anos.

O padrão deste tipo de rejeição pode variar conforme o tipo de órgão
transplantado. A primeira descrição histopatológica da rejeição crónica em rim
transplantado foi feita por Hume e cols. em 1955. Existe no rim uma tríade de

alterações patológicas que incluem arterioloesclerose e nefroesclerose,
relacionada à lesão endotelial, atrofia tubular e fibrose intersticial, acarretada

pelo dano e reparo, e glomerulopatia (figura 3). As alterações vasculares são
caracterizadas por espessamento da camada intimai, com progressiva oclusão

do lumen (figura 4). Este processo é mais evidente nas arteríotas arqueadas e

interlobulares, porém alterações semelhantes podem ser observadas nas
artérias renais principais e na hialinização das arteríolas aferentes e aferentes.
Este espessamento é resultado da proliferação miointimal das células
musculares lisas associada ao aumento do colágeno (HOSTETTER et al.,
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1994, PAUL, 1999). A lesão pode ser precedida por acúmulo subendotelial de

linfócitos e macrófagos (GOULDESBROUGH et al., 1994, PAUL, 1999).

Hamburger e cols. (1964) foram os primeiros a descrever a

gtomerulonefrite da rejeição, uma lesão característica da rejeição crónica,

também chamada de nefropatia da rejeição. O glomérulo apresenta uma

variedade de anormalidades, sendo as alterações mais precoces

caracterizadas por alargamento do glomérulo, hipercelularidade glomerular

com edema das células endoteliais e mesangiais, mesangiólise e infiltração

mesangial de células mononucleares. Imunofluorescência mostra deposição

segmentar inespecífica de IgM e fibrina, algumas vezes associada com traços

de C3. Outras alterações glomerulares incluem colapso dos capilares

gtomerulares, hipertrofia glomerular, expansão da matriz mesangial com

colapso parcial ou total dos capilares glomerulares ou glomeruloesclerose

focal. 0 aparelho justaglomerular frequentemente está hipertrofiado

(HOSTETTERetal., 1994; PAUL, 1995).

O número exato de pacientes que retornam ao tratamento dialítico

devido à RC é incerto. Estudos mostram que se excluirmos os pacientes que

morreram com enxerto funcionante, o retorno ao tratamento dialítico foi

acarretado pela RC em 50% a 80% dos pacientes (HOSTETTER et al., 1994;

SCHWEITZER et al., 1991). Por outro lado, se incluirmos os óbitos com

enxerto funcionando, esta taxa é , em média, 25% (HOSTETTER et al., 1994;

PAUL, 1995; SCHWEITZER et al., 1991; MASSY et al, 1996).

Embora a RC seja uma causa frequente de perda do enxerto, o

processo envolvido na sua génese não está bem esclarecido. Acredita-se que

mecanismos dependentes e independentes de anticorpos possam estar

implicados (TULLIUS et al., 1995). Provavelmente o evento se inicia com a

lesão endotelial, que ativa e atrai linfócitos circulantes. Ativação e recrutamento

de macrófagos parecem ser essenciais, petos menos em modelos de RC em

ratos.
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O endotélio arterial é o alvo proeminente, com biópsias mostrando
arteriopatia obliterativa. Dentro da hiperptasia intimai existem variados graus de

proliferação da musculatura lisa e infiltrado inflamatório de macrófagos, células
T, células plasmáticas e eosinófilos (DEMETRIS et al., 1989).

Acredita-se que este tipo de rejeição seja parcialmente mediado por
anticorpos. Alguns estudos sugerem a CCDA como mecanismo efetor,

combinando mecanismo celular e humoral na resposta imune (THOMAS et al.,
1976; THOMAS et al., 1989).

Gibbs e cols. (1993) demonstraram que as moléculas de adesão ICAM-1
estavam expressas nas células tubulares, no endotélio glomerular e,

possivelmente, nos capilares intertubulares em cinco das dez biópsias renais
com RC, enquanto que VCAM-1 foi induzida nos túbulos renais e endotélio

glomerular em dois enxertos.

Hancock e cols. (1993) sugerem que as moléculas IÇAM-1 podem
determinar infiltração mononuclear e localização da RC em ratos.

Dm dos fatores de risco mais importantes relacionados à RC é a
frequência e gravidade de episódios de rejeição aguda (TESI et al., 1993;
BASADONNA et al., 1993). Duas hipóteses têm sido propostas para explicar
este fato. Primeiramente, episódios de RA permaneceriam latentes, apesar do
tratamento com imunossupressores, levando a dano e cicatriz do tecido renal.
Estudos mostraram que pacientes com RA que foram comprovadamente
tratados com sucesso apresentaram excelente sobrevida do enxerto a longo-
prazo (TESI et al., 1993; LAND et al., 1991). Biópsias de enxertos renais
realizadas de rotina mostraram infiltrado focal de células inflamatórias,

principalmente de células T CD4+, que poderiam representar uma
subpopulação de células Th1 (RUSH et al., 1994; SOLEZ et al., 1993). Estas
células Th1 seriam responsáveis pela RA, que permaneceria localizada devido

à inibição da geração e ativação de novas células T pela IL-4 e IL-10 liberadas
pelas células Th2. Episódios subclínicos e repetidos de RA acarretariam lesão
progressiva e crónica do tecido renal (LOWRY et al., 1993).
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Outra hipótese, não mutuamente exclusiva, é que mecanismos
regulatórios da resposta imune, responsáveis por prevenir a RA, teriam um
papel importante no desencadeamento da RC. A inibição das células Th1 pêlos
imunossupressores favorece a proliferação das células Th2, responsáveis pela
resposta das células B e formação de anticorpos. Desta forma, a RC seria uma
forma de lesão predominantemente mediada por anticorpo.

Resumindo, as lesões vasculares da RC poderiam resultar de episódios

repetidos de RA mediados por Th1 ou lesão induzida por anticorpo e mediada
por Th2 contra antígenos localizados na parede dos vasos do órgão
transplantado, especialmente no endotélio (PAUL et al., 1985).

Diversos mediadores, incluindo citocinas pró-inflamatórias, enzimas e

fatores de crescimento, tais como fator de crescimento e transformação p
(TGF-p), FNT-a, angiotensina II e endotelina parecem envolvidos nos vários
estágios da resposta inflamatória e restauração teciduais. Estes mediadores
são sintetizados e secretados pelas células inflamatórias que invadem o tecido
e pelas células parenquimatosas ativadas do enxerto. TGF-p é uma citocina
multifuncional que tem um papel central na formação e degradação da matriz
extracelular e seu efeito é, geralmente, promover o acúmulo de matriz
extracelular. A expressão de mRNA do TGF-p é aumentada em rins
transplantados com nefropatia crónica (PAUL, 1999).

No coração, a lesão patológica predominante é uma arteriopatia
agressiva, que acomete preferencialmente a circulação distai. No pulmão, uma
forma semelhante de falência acelerada de etiologia desconhecida é chamada
de bronquiolite obliterante. No fígado, embora a rejeição nos primeiros meses
seja relativamente incomum, lesão gradual dos duetos biliares pode ocorrer
sem evidência clínica de lesão inicial, a qual é chamada de "vanishing bile duct
syndrome". Da mesma forma, RC de pâncreas total ou segmentar
transplantado tem sido descrita com quadro histológico semelhante aos demais
órgãos (BURDICK, 1991; TULLIUSetal, 1995).
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Figura 3. Mecanismos imunes da rejeição de enxertos.

A - Na rejeição hiperaguda, os anticorpos reativos pré-formados no endotélio

vascular ativam o complemento e desencadeiam uma rápida trombose

intravascular e necrose da parede do vaso.

B - Na rejeição celular aguda, os linfócitos T CD8+ reativos com os

aloantígenos nas células endoteliais e nas células parenquimatosas medeiam o

dano a esses tipos celulares. Os anticorpos alorreativos formados depois da

incorporação podem também contribuir para a lesão vascular.

C - Na rejeição crónica com arterioesclerose do enxerto, a lesão da parede do

vaso induz proliferação de células musculares lisas na íntima e oclusão luminal.

A lesão pode ser causada por uma reação de hipersensibilidade tardia (DHT)

aos aloantígenos contidos na parede dos vasos.

(ABBASetal.,2002d)
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Figura 4. Histopatologiadasdiferentes formas de rejeição do enxerto.

A - Rejeição hiperaguda de u m enxerto renal com lesãoendotelial, trombos de

plaquetas e de trombina, e início de infiltração de neutrófitosem um gtomérulo.

B -Rejeição aguda de um rim com células inflamatórias no interstício e entre

as células epiteliais dos túbulos.

C - Rejeição aguda de uma aloenxerto renal com reação inflamatória destrutiva

da camada endoteiial de uma artéria.

D - Destruição de um aloenxerto renal com arterioesclerose do enxerto. O

lumen vascular está substituído por um acúmulo de células de músculo liso e

de tecido conjuntivo na íntima dos vasos.

(ABBASet at, 2002d).
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3. DROGAS IMUNOSSUPRESSORAS

3.1.CICLOSPORINAA

a) Química

A CsA é um undecapeptídeo cíclico hidrofóbico isolado dos fungos
Tolypocladium inflatum Gams e Cylindrocarpum lucidum Booth, com peso
molecular de 1203 Daltons (COHEN et al. 1984). A figura 5 mostra a estrutura
química da CsA (PETCHER et al., 1976). É um peptídeo neutro, rico em
aminoácidos hidrofóbicos, insolúvel em água e n-hexano, porém solúvel em
lipídeos e outros solventes orgânicos (BOREL, 1994). A atividade
imunossupressora parece estar relacionada aos aminoácidos hidrofílicos nas
posições 11, 1, 2 e 3 (LORBER, 1991).
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em 1975 (PETCHERetal., 1976).
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b) Farmacocinética

A CsA é absorvida no intestino delgado, principalmente no íleo distai.
Diversos fatores afetam a absorção, como o aumento da motilidade
gastrintestinal, reduzido esvaziamento gástrico, insuficiência pancreática
exócrina, cotestase, esteatorréia e terapia com colestiramina. A administração
de CsA concomitante com alimentos parece aumentar a absorção da droga
(LORBER, 1991).

O nível de absorção da CsA após administração oral é altamente
variável (KAHAN et al., 1982). A biodisponibilidade varia de 20% a 50%, com
média de 34% (WOOD et al., 1983).

O pico no sangue total ou no plasma ocorre entre 1 e 8 horas após a
ingestão da droga, em geral entre 3 e 4 horas. A meia vida terminal varia de 25
a 30 horas (KEOWN et al, 1981:1982; COHEN et al., 1984).

Noventa e cinco por cento da CsA plasmática é ligada à proteína, em
grande parte às lipoproteínas (WOOD et al, 1983; NIEDERBERGER et al,
1983)

A administração crónica da CsA resulta no acúmulo da droga na pele e
gordura, em particular, e níveis elevados também ocorrem ho fígado, rins,
órgãos linfóides e glândulas endócrinas (KEOWN et al., 1982; SMITH et al.,
1983; ATKINSON et al., 1983a).

A CsA atravessa a placenta e pode estar presente no leite materno
(GIRALetal., 1994).

Uma nova preparação da CsA para uso oral na forma de um pré-
concentrado de microemulsão foi desenvolvida. Esta nova formulação em
contato com a solução aquosa dos fluidos gastrintestinais forma imediatamente
uma microemulsão aumentando a absorção, melhorando a biodisponibilidade
da droga e reduzindo a variabilidade na farmacocinética intra e interindividual.
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Estudos têm demonstrado redução na incidência de rejeição aguda e na
toxicidade com esta nova formulação (FREI et al., 1994; HOLT et al., 1994;
MUELLERetal., 1994).

A CsA é ^metabolizada pelo fígado, através do sistema P450-IIIA

citocromo oxidase, e mais de 80% dos metabólitos são excretados pela bile

nas fezes (WOOD et al., 1983, LA TOUR DU PIN, 1989). Recirculação
enterohepática tem sido relatada (KAHAN et al., 1983).

A excreção urinária após uma única dose é de 0,1% da droga nativa e

10% dos metabólitos (WOOD et al, 1983). Disfunção hepatobiliar diminui a

eliminação da droga de maneira importante, enquanto que a insuficiência renal

não altera os níveis sanguíneos desta droga (KEOWN et al., 1982).

0 "clearance" da CsA em crianças foi 40% mais rápido do que em

adultos, enquanto que nos idosos o metabolismo é mais lento (YEE et al.,

1986).

Drogas que inibem o sistema do citocromo P-450 podem aumentar os

níveis sanguíneos da CsA, como cetoconazole, eritromicina, claritromicina,

contraceptivos orais, bloqueadores dos canais de cálcio, metilprednisolona. Por

outro lado, drogas que induzem o sistema P-450 podem causar redução nos

níveis sanguíneos da CsA, como rifampicina, fenobarbital, carbamazepina,
isoniazida (WADHWA et al., 1987; LA TOUR DU PIN, 1989; YEE, MCGUIRE,
1990; LORBER, 1991).

Devido à marcada variabilidade na absorção, medida dos níveis

sanguíneos tem sido utilizada para monitorar a adequação do tratamento e

evitar a toxicidade da droga. A CsA pode ser dosada no sangue total ou no

soro utilizando cromatografia líquida de alta resolução (h^PLC) e

radioimunoensaio (RIA). A HPLC mede a droga mãe enquanto que o RIA avalia

a droga mãe e seus metabólitos, resultando em níveis que podem ser duas a

três vezes mais elevados (COHEN et al., 1984; KAHAN, 1989). Embora
existam fortes evidências de que os efeitos predominantes da CsA sejam
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determinados pela droga-mãe, alguns dados sugerem que os metabólitos
maiores, como o AM1, anteriormente chamado de metabólito M-17, um
composto monohidroxilado na posição 1, apresenta 10% da atividade
imunossupressora e grande potencial nefrotóxico. A contribuição do AM1 é
provavelmente significativa somente em casos onde o metabolismo da CsA é
alterado pela concomitante administração de diltiazen ou cetoconazole
(KAHAN, 1993).

c) Mecanismo de ação

A CsA é uma droga antifúngica cuja atividade imunossupressora foi
demonstrada pela primeira vez por Borel, através de experimentos in vitro e in
vivo (BOREL et al., 1976a; 1977).

A ação predominante da CsA é dirigida contra os linfócitos Th (BOREL
et al., 1976b; BOREL et al., 1981; BURKHARDT; GUGGENHEIM, 1979;
GORDON; SINGER, 1979). Este efeito nas células Th previne a produção de
interleucinas, especialmente a transcrição do gene da IL-2 (LARSSON, 1980;
PALÁCIOS; MOLLER, 1981) e da cadeia leve (CD25, p55) do receptor da IL-2
(HESS et al., 1983, KAhlAN, 1989). Assim, a CsA age exclusivamente sobre os
linfócitos T ativados, especialmente os linfócitos T CD4+.

A CsA entra na célula por um mecanismo não dependente de energia,
através da dissolução na bicamada de lipídeo da membrana plasmática
(LORBER, 1991). No interior da célula, a CsA se liga a uma família de
imunofilinas chamada de ciclofilina (CFL) Todos os membros da família da
imunofilina têm atividade rotamase, isto é são peptidil-prolil-cis-trans
isomerases, atividade esta que é inibida pela CsA A. A ciclofilina A (CFL-A) é
uma proteína de 18-kD que exibe a mais alta e específica atividade e é mais
sensível à inibição pela CsA. Os imunossupressores derivados dos
macrolídeos, entretanto, não inibem esta atividade rotamase. As CFL são
abundantes nos tecidos linfóides e não linfóides.

A CFL-A e a CFL-B são encontradas no citoplasma e no núcleo, não
havendo nenhuma específica associação com organelas intracelulares. A CFL-
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B e a CFL-D possuem um sinal de localização na membrana e são

encontradas na fração do retículo endoplasmático. A relativa abundância e a

alta conservação das CFLs sugerem um importante papel destas proteínas na

função celular normal (RYFFEL, 1998).

O complexo CsA-CFL liga-se e inibe a calcineurina, uma serina/treonina

fosfatase ativada pelo Ca+2. A calcineurina é ativada nas células T quando os
níveis de Ca intracelulares sobem após a ligação ao TCR; na ativaçâo ela
desfosforila o fator de transcrição NF-AT no citoplasma, permitindo que ele

migre para o núcleo, onde forma um complexo com um segundo fator de

transcrição, AP-1, que induz a transcrição de vários genes, incluindo IL-2, CD-

40 ligante e ligante Fas. O complexo CsA-CFL liga-se à calcineurina e impede

a ativação do NF-AT, impedindo a sua migração para o núcleo e inibindo a

síntese de IL-2 (figura 6). O complexo também se ligaria ao NF-KB, fator que

codifica a síntese das cadeias leves das imunoglobulinas, impedindo a sua

ligação ao promotor da IL-2 (BAUMMANN; BOREL, 1992; JANEWAY Jr et al.,
2002).

A inibição da expressão da IL-2 nas células T impede os linfócitos Th de

organizar uma resposta contra os antígenos estranhos e, por conseguinte, a

expansão clonal de linfócitos T citotóxicos (Tc) a partir de seus precursores,

como mostra a figura 7 (BAUMANN; BOREL, 1992; JANEWAY Jr et al., 2002).

A CsA inibe a transdução de sinal da linfocina cálcio-dependente,

impedindo a passagem da fase GO para a fase G1 do ciclo celular (KAHAN,

1993).

Esta droga não age sobre a população de linfócitos T memória e não

acarreta destruição linfocitária, sendo sua atividade imunossupressora
totalmente e rapidamente reversível com a interrupção do tratamento.

Embora se acredite que a CsA não iniba a função dos linfócitos B

(BOREL et al, 1977; GORDON; SINGER, 1979), existem atualmente algumas
evidências do contrário, tanto em homens (PAAVONEN; HAYRY, 1980;
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PISETSKY; HAUGHTON, 1986) quanto em animais (BOUWER; HINRICHS,
1983).

Existem evidências que a CsA pode inibir a produção de IL-1 pêlos
macrófagos, mas não a resposta a esta interleucina (THOMSON et al., 1983).
Da mesma forma, a produção de IL-3 e de INF-y pode ser inibida pela CsA
(KALMAN; KLIMPEL, 1983; KAHAN, 1989).

A CsA não parece influenciar a resposta inflamatória de granulação in
vivo, fato compatível com a resposta de cicatrização normal da ferida cirúrgica
observada nos pacientes submetidos a tratamento com esta droga
(NEMLANDERetal., 1983).

Recentemente foi demonstrado que a CsA bloqueia a via de sinalização
da JNK e da p38 desencadeadas pelo reconhecimento antigênico pelas células
T (MATSUDA; KOYASU, 2000).
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Figura 6. Mecanismo de ação da ciclosporina A e tacrolimus.

A ciclosporina A (CsA) e o tacrolimus (TRL) inibem a ativação da célula T,

interferindo com a

serina/treonina fosfatase

específica, calcineurina. A

sinalização pelas tirosina

quinases associadas ao

receptor das células T leva à

ativação e ao aumento da

síntese do fator de

transcrição AP-1, bem como

ao aumento da concentração

de Ca2+ no citoplasma

(quadras à esquerda). O

Ca2+ liga-se à calcineurina,

ativando-a para defosforilar a

forma citoplasmática do fator

nuclear das células T

ativadas (NFATc). Uma vez

defosforilado, o NFATc ativo

migra ao núcleo para formar

um complexo com a AP-1 e

proteínas associadas; o

complexo NFATc:AP-1 pode então induzir a transcrição dos genes necessários

para a ativação das células T, incluindo o gene IL-2, Quando a CsA ou o TRL

estão presentes, formam complexos com seus alvos imunofílinas,

respectivamente a ciclofilina (CyP) e a proteína ligadora do FK (FKBP)

(quadras à direita). O complexo da CyA-CsA pode se ligar à calcineurina,

bloqueando sua capacidade de ativar o NFATc. O complexo do FKBP-TRL liga-

se à calcineurina no mesmo sítio, bloqueando também sua atividade

(JANEWAYJretal.,2002).
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Figura 7. Mecanismo de ação da ciclosporina A.

A CsA ligada à sua imunofilina interfere com a função de moléculas
intracelulares que transmitem os sinais, dependentes de Ca+2, entre o TCR

e a ativação dos genes da IL-2 no núcleo. A regulação da transcrição do

gene da IL-2 é modulada pela associação de fatores de transcrição (NF-AT,

NF-KB, OTF-1) interagindo com seus sítios específicos de reconhecimento

sobre o promotor do gene da IL-2. Os complexos DNA-proteínas com RNA

polimerase II (ARN pol II), promovem a transcrição do gene da IL-2,
induzida pelo antígeno. Os sítios potenciais de intervenção do complexo

pentamérico (calcineurina [p19/p61], calmodulina, imunofilina, CsA)
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acarretando modificação pos-transcrição dos fatores de transcrição que
interferem com sua translocação para o interior do núcleo estão indicados

(*). A CsA e o FK-506 interferem com a transição da fase GO para G1 do
ciclo celular.

CPAg: célula apresentadora de antígeno; Ag: antígeno; e, ô, Y. TI. Ç: subunidades do
complexo CD3; IL-2: interteucina 2; TCR: receptor células T; CsA: ciclosporina A

(BAUMMAN; BOREL, 1992).
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d) Toxicidade

A nefrotoxicidade é a mais frequente e importante complicação
associada ao uso da CsA. Oligúria transitória durando vários dias,
caracterizada por retenção renal de sódio e baixa osmolaridade urinária, foi
relatada em receptores de transplante de coração (DEVINENI et al., 1983;
EGEL et al., 1983), medula óssea (ATKINSON et al, 1983b) e fígado
(POWELL-JACKSON et al, 1983) após o início do tratamento. Embora
disfunção renal aguda irreversível possa ocorrer imediatamente após o
transplante em pacientes recebendo CsA, esta manifestação é incomum. Ao
contrário, piora crónica e reversível da função renal tem sido mais frequente
entre receptores de transplante de rim (EUROPEAN MULTICENTRE TRIAL
GROUP, 1983; LAUPACIS, 1983), de coração (OYER et al., 1983;
WALLWORK et al-, 1983; HUNT, 1983), de pâncreas (TRAEGER et al., 1983),
de medula óssea (HOWS et al., 1983) e de fígado (KLINTMALM et al., 1981)
tratados com CsA em longo prazo. O aumento da creatinina sérica geralmente
tem sido modesto, ocorrendo dentro de poucas semanas após o início do
tratamento e não é progressivo (FLECHNER et al., 1983; NAJARIAN et al.,
1983). Elevação da creatinina sérica também tem sido relatada em pacientes
portadores de doenças auto-imunes, como uveíte e artrite reumatóide, tratados
com CsA (BERG et al, 1986; PALESTINE et al., 1986).

A redução na filtração glomerular é acarretada pelo aumento da
resistência vascular renal, principalmente na arteríola aferente, reduzindo o
fluxo plasmático renal de modo dose-dependente. Repetidos episódios de
hipoperfusão renal poderiam levar às alterações estruturais dos vasos pré-
glomerulares e esclerose glomerular. Os harmónios implicados neste aumento
do tônus vascular da arteríola aferente são o sistema renina angiotensina, o
sistema nervoso simpático e a endotelina (REMUZZI; PERIGO, 1995,
MCNALLY; FEEHALLY, 1992; LEE, 1997). A CsA também tem capacidade de
influenciar diretamente o coeficiente de filtração glomerular (Kf), alterando a
contratilidade das células mensangiais e/ou a condutividade hidráulica. Esta
redução do Kf reduziria o filtração glomerular (MCNALLY; FEEHALLY, 1992;
LEE, 1997).
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Nefropatia crónica induzida pela CsA é caracterizada primariamente por

fibrose intersticial em faixa, atrofia tubular e anormalidades arteriolares,

consistindo de necrose das células musculares lisas e depósitos nodulares de

proteínas nas paredes das arteríolas aferentes ou hialinose intimai arteriolar.

Estes depósitos substituem os miócitos necróticos e consistem de

imunoglobulinas e componentes do sistema complemento (MCNALLY;
FEEHALLY, 1992; NEILD et al., 1986; MIHATSCH et al-, 1995). Estas lesões
são inespecífícas e difíceis de serem distinguidas da RC ou da hialinose

arteriolar hipertensiva ou diabética, particularmente nas fases terminais da

doença (REMUZZI; PERIGO, 1995). A RC afeta predominantemente as artérias

e a presença de um infiltrado mononuclear intersticial difuso com edema e, às
vezes, hemorragia ou arterite, auxilia no diagnóstico. A toxicidade pela CsA
afeta predominantemente as arteríolas e a lesão precoce é caracterizada por

vacuolização das células endoteliais e musculares lisas seguida de necrose e
formação dos depósitos nodulares de proteínas ao redor da parede vascular
(NEILD et al., 1986; MIHATSCH et al., 1995).

A lesão tubular proximal, caracterizada por edema, vacuolização e
necrose, é um evento precoce na terapia com CsA (MCNALLY; FEEHALLY,
1992).

Os dois componentes que envolvem a patogênese da fibrose
tubulointersticial provavelmente são a proliferação celular e a infiltração de
macrófagos. A osteopontina é um fator quimiotático e adesivo de macrófagos e
a sua expressão estava aumentada nas áreas com fíbrose de rins de ratos
tratados com CsA. Os macrógafos secretariam fator de crescimento derivado

de plaquetas (PDGF) e TGF-p, citocinas responsáveis pela proliferação de
células e da matriz celular (YOUNG et al., 1995).

Hipertensão arterial requerendo terapia anti-hipertensiva desenvolveu
nas primeiras semanas após o transplante em 60% a 95% dos receptores de
transplante cardíaco (OYER et al., 1983; HUNT, 1983; THOMPSON et al-,
1983). O estudo multicêntrico realizado no Canadá mostrou um aumento
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significativo na frequência de hipertensão arterial nos pacientes tratados com
CsA (LAUPACIS, 1983). A causa da hipertensão permanece desconhecida.
Thompson e cols. (1983) observaram uma correlação positiva entre a pressão
arterial sistólica e diastólica média e os níveis de creatinina sérica, sugerindo
uma inter-relação entre a hipertensão arterial e a nefrotoxicidade. O
mecanismo do aumento da pressão arterial pode estar relacionado ao aumento
da reabsorção tubular próxima! de sódio, evento que é exacerbado pela
depleção de volume, estimulação do sistema nervoso simpático pêlos rins
natives e vasoconstricção periférica (KAHAN, 1993).

A CsA produz alterações nos túbulos renais, sendo os mais frequentes a
hipercalemia e a hiperuricemia. Os níveis médios de potássio plasmático são
maiores nos receptores renais tratados com CsA e alguns pacientes
desenvolvem, ocasionalmente, uma franca hipercalemia (SHEILL et al., 1983;
ADU et al-, 1983; FOLEY et al., 1983). Disfunção tubular intrínseca tem sido
proposta para explicar estes distúrbios. O reduzido clearance de urato causado
pela toxicidade tubular direta da CsA é exacerbado pela aumentada reabsorção
tubular de urato secundária à vasculopatia induzida pela droga (KAHAN, 1993).

Hiperlipidemia é caracterizada por moderado aumento do colesterol total
e das lipoproteínas de baixa densidade (LDL), mas não das lipoproteínas de
alta densidade (HDL), e dos triglicerídeos. Estas alterações frequentemente
requerem tratamento farmacológico, não sendo suficiente apenas o
aconselhamento dietético (KAHAN, 1993).

A^CsA pode ter efeitos hepatotóxicos (CALME et al., 1978; STARZL et
al., 1981). Um transitório aumento nas bilirrubinas séricas, geralmente no
primeiro mês após o transplante, ocorreu em até 20% dos receptores de
transplante renal (EUROPEAN MULTICENTRE TRIAL GROUP, 1983).
Elevação das transaminases é menos frequente que a hiperbilirrubinemia e
ambas respondem à redução na dose da CsA.

Persistente elevação da fosfatase alcalina sérica, que não regride com a
redução na dose da CsA, tem sido observada em receptores de transplante
renal (EUROPEAN MULTICENTRE TRIAL GROUP, 1983; RODGER etal.,
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1983; LOERTSCHER et al., 1983). Este aumento ocorreu nas primeiras três

semanas ou após três a seis meses de transplante. Entretanto, determinações

das isoenzimas sugerem que a origem seja óssea, representando um processo

de reparo ósseo em pacientes com osteodistrofia renal pré-existente.

Hiperplasia gengiva! ocorreu em 2% dos receptores de medula óssea e

em 8% a 26% dos receptores renais (EUROPEAN MULTICENTRE TRIAL

GROUP, 1983; LAUPACIS et al., 1983; BEVERIDGE et al., 1983). Esta

anormalidade é mais frequente em crianças e a resolução ocorre após a

interrupção da droga (THORP et al., 2000).

Tremores transitórios e parestesias são comuns e têm sido relatados em

10% a 39% e 10%, respectivamente, regredindo com a redução na dose da

medicação (EUROPEAN MULTICENTRE TRIAL GROUP, 1983; LAUPACIS et

al., 1983). Outras alterações neurológicas caracterizadas por uma síndrome

semelhante à disfunção cerebelar, alteração da função motora da medula

espinhal e confusão metal têm sido descritas em pacientes submetidos a

transplante alogênico de medula óssea (ATKINSON et al., 1984).

Hirsutismo é um efeito frequente, ocorrendo em 30% a 44% dos

pacientes tratados com CsA (EUROPEAN MULTICENTRE TRIAL GROUP,
1983; LAUPACIS et al., 1983). Ele aparece dentro de duas semanas a um mês

após o transplante e envolve predominantemente a face, os braços,

sobrancelhas e dorso. O hirsutismo melhora, em média, quatro meses após a

interrupção da droga (THORP et al., 2000)

Transitórios sintomas gastrintestinais são também comuns e ocorrem

nas primeiras semanas de tratamento. Estes sintomas incluem anorexia,
náuseas e íleo paralítico (EUROPEAN MULTICENTRE TRIAL GROUP, 1983;
HARDEST^ et al., 1983).

Síndrome hemolítico-urêmica e trombose vascular renal têm sido

relatadas (THOMPSON et al, 1983; LEITHNER et al.; 1983).
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3. 2. MICOFENOLATO MOFETIL

a) Química

O ácido micofenólico (MPA) foi isolado por Gosio em 1896 a partir de

cultura de caldo de cereal contendo Penicillum e foi demonstrado que esta

droga apresentava atividade antibacteriana. Somente em 1960 o seu efeito

inibitório sobre a enzima inosina o'-monofosfato desidrogenase foi

demonstrado e sua utilização como droga imunossupressora começou a ser
investigada em 1982 (ALLISON, 2000).

O micofenolato mofetil (MMF) é uma pró-droga do MPA obtido a partir da

fermentação de várias espécies de fungos Penicillum, especialmente

Penicillum glaucum (CIANCIO et al., 1998).

O MMF é o éster 2-morfolinoetil do ácido mocifenólico (MPA), cujo nome

químico é 2-morfolinoetil(E)-6-(1,3-dihidro-4-hidroxi06-metoxi-7-metoxi-3-oxo-5-
isobenzofuranil)-4-metil-4-hexenoato. Tem uma fórmula empírica de C23H3iNÜ7
e peso molecular de 433,50 kD (BULLINGHAM et al., 1996; CELLCEPT,

[199?]).

O MMF apresenta uma solubilidade em água de 43g/ml a um pH de 7,4.
Ele é livremente solúvel em acetona e metanol e pouco solúvel em etanol

(CELLCEPT, [199?]).

A figura 8 mostra a estrutura química, as vias de conversão e

eliminação dos metabólitos do MMF (ALLISON; EUGUI, 2000).
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Figura 8. Estrutura química do micofenolato mofetil (MMF).

MMF e ácido micofenólico e seus glicuronídeos e sítios de conversão e

excreção. (ALLISON; EUGUI, 2000)
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b) Farmacocinética

O MMF é absorvido rápida e completamente após a administração oral e

sofre metabolismo pré-sistêmico completo para MPA, o metabólito ativo,

propiciando níveis sanguíneos proporcionais à dose de MMF administrada. A

biodisponibilidade média absoluta de uma dose oral é de 94% em relação à

dose endovenosa, com meia vida de 17 horas (BULLINGHAM et al., 1996).

O principal metabólito ativo do MPA é o glucoronídeo fenólico, MPA

glucoronídeo (MPAG), que é farmacologicamente inativo.

Oitenta e sete por cento do MPAG é excretado pela urina e o restante

pela bile. Após excreção biliar, o MPAG pode sofrer reglucoronidação e

recirculação êntero-hepática, provocando um aumento secundário na

concentração do MPA, 6 a 12 horas após a dose. O comprometimento da

função renal não produz efeitos consistentes sobre a farmacocinética do MPA;

entretanto, acúmulo de MPAG ocorre (CELLCEPT, [199?]).

Cerca de 97% do MPA, e 82% do MPAG, está ligado à albumina

plasmática (CELLCEPT, [199?]).

O MPA parece não ser removido pela hemodiálise (CELLCEPT, [199?]).

c) Mecanismo de Ação

Os linfócitos proliferam por divisão mitótica, o que requer a síntese de

ácido desoxiribonucléico (DNA) para as células recém criadas. A construção do

DNA por sua vez necessita da síntese de nucelotídeos purinas e pirimidinas. O

nucleotídeo purina pode ser desenvolvido através de duas vias principais, a via

"de novo" e duas vias de "recuperação" distintas (CIANCIO et al, 1998,

ALLISON; EpGUI, 2000).
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A via "de novo" reúne os nucleotídeos purina de moléculas menores

que constróem seus componentes, como mostrado na figura 9 (ALLISON;

EUGUI, 2000).

Uma via de "recuperação" utiliza as bases hipoxantina, guanina e

adenina como substratos, enquanto a outra via utiliza nudeotídeos pré-

formados como substratos. Em cada via existe especificidade com relação à

base ou ao nucleotídeo sendo "recuperado". A recuperação de bases requer a

atividade de fosforibosiltransferases (figura 9).

A hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferase (HGPRTase) catalisa as

reações:

Hipoxantina + PRPP •» IMP + Ppi

e

Guanina + PRPP •» GMP + Ppi

onde, PRPP = fosforibosilpirofosfato, IMP = inosina 5'-monofosfato, GMP =

guanosina S'-monofosfato

e a adenina fosforibosiltransferase (APRTase) catalisa:

Adenina + PRPP •» AMP + Ppi

onde, AMP = adenosina S'-monofosfato

Essas duas enzimas não se sobrepõem quanto à especificidade do

substrato. As reações fosforibosiltransferase são reguladas pêlos produtos

finais. Desta maneira, a recuperação de bases púricas é regulada (CORY,

1997).

Os linfócitos T e B são criticamente dependentes da via "de novo" para

sua proliferação, enquanto que outros tipos de células podem usar as vias de

"recuperação" para a síntese de purinas. Desta forma, uma resposta

proliferativa dos linfócitos ativados requer um pool aumentado de nucteotídeos
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guanosina e adenosina (ALLISON; EUGUI, 2000; PERIGO; REMUZZI, 1997).
Um defeito herdado na via de "recuperação" não tem efeito sobre a resposta
imunotógica.

O MPA é um potente inibidor não competitivo e reversível de uma

enzima chave, a inosina monofosfato desidrogenase (IMPDH), da via "de novo"
da síntese do nuleotídeo guanosina e não incorpora ao DNA (PERIGO;
REMUZZI, 1997; ALLISON; EUGUI, 2000). A inibição da IMPDH resulta na
depleção de guanosina monofosfato (GMP), que normalmente é fosforilada a
trifosfato (GTP) e, posteriormente convertida para molécula desoxi-GTP

(dGTP) e incorporada ao DNA pela DNA polimerase (PERIGO; REMUZZI,
1997; ALLISON; EUGUI, 2000). A distribuição da IMPDH é maior no timo e no
baço do que nos outros órgãos, incluindo aqueles que apresentam células com
atividade mitótica grande, como medula óssea e testículos, refletindo a
importância desta enzima na função das células linfóides (ALLISON; EUGUI,
2000).

Os nucleotídeos guanosina ativam duas outras enzimas chaves no
controle da síntese de DNA pêlos linfócitos, a fosforibosilpirofosfato (PRPP)
sintetase e a ribonucleotídeo redutase. O MPA causa uma depleção do
nucleotídeo guanosina, alterando a síntese de DNA e exercendo um efeito
antiproliferativo seletivo dos linfócitos T e B (figura 10). Assim, o MPA não

bloqueia a estimulação antigênica ou mitogênica, mas bloqueia a síntese de
DNA na fase S do ciclo celular (COHN et al., 1999).

O MPA pode induzir apoptose das células T policlonais ativadas em
humanos (COHN et al., 1999) e inibe ainda a formação de anticorpos pêlos
linfócitos B (EUGUI et al., 1991; PERIGO; REMUZZI, 1997).

O MPA impede ainda a glicosilação das gticoproteínas dos leucócitos e
das células endoteliais pelo bloqueio da GtP e da uridina monofosfato, que
estão envolvidas na transferência da fucose e da manose para as

glicoproteínas. A glicosilação é um passo importante na expressão funcional
das moléculas de adesão, como a E-selectina, L-selectina e VLA-4. Alteração

36

BMTRODUÇÃO



nas moléculas de adesão pode afetar a quimiotaxia e ativaçâo dos linfócitos,

inibindo o recrutamento de neutrófilos e monócitos para locais de inflamação
crónica, incluindo sítios de rejeição de órgãos vascularizados (ALLISON et al.,

1993; ABELDA; BUCK, 1990; ALLISON; EUGUI, 2000; PERIGO; REMUZZI,
1997).

Nos monócitos, o MPA reduz os níveis de GTP acelerando a

diferenciação das células promonocíticas, aumentando a expressão dos

antagonistas dos receptores da IL-1 (WATERS et al-, 1993). O MPA parece

não alterar o conteúdo de GTP dos neutrófilos nem sua capacidade de destruir

bactérias pela produção de superóxido (ALLISON; EUGUI, 1993).

I
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Figura 9. Mecanismo de ação do Micofenolato mofetil e via da síntese das

purinas.

Os linfócitos T e B são seletivamente dependentes da síntese de purina pela "via de

novo", onde o 5-fosforibosilpirofosfato (PRPP) é convertido em inosina monofosfato

(IMP). A IMP é modificada pela enzima inosina monofosfato desidrogenase (IMPDH),

que catalisa a conversão de IMP em xantosina monofosfato (XMP) e é uma enzima

timitante da reação. A XMP é, então, convertida em guanosina monofosfato (GMP).

Guanosina trifosfato (GTP) e desoxiguanosina trifosfato (dGTP) são necessárias para

a síntese de DNA. O micofenolato mofetil (MMF) é metabolizado para ácido

micofenólico (MPA), que por sua vez inibe a enzima IMPDH, enzima-chave na síntese

das purinas pela "via de novo". A inibição da IMPDH acarreta depleção dos estoques

de nucleotídeos guanosina e excesso relativo de nucleotídeos adenina. Este excesso

de adenosina monofosfato (AMP) e adenosina difosfato (ADP) resulta em inibição

retroativa da enzima PRPP sintetase, enquanto que o excesso de desoxiadenosina

trifosfato (dATP) inibe a ribonucleotídeo redutase, que é responsável pela conversão

das purinas ribonucleotídeos em desoxinucleotídeos. Ambas são enzimas limitantes

da velocidade da reação da síntese das purinas. Desta forma, o MPA inibe

seletivamente a via de novo da síntese das purinas. Outras células podem usar a "via

de recuperação", catalisada pela hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase

(HGPRTase) e serão resistentes aos efeitos do MMF (MELE, HALLORAN, 2000)
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Figura 10. Mecanismo de ação do Micofenolato mofetil.

Inibição pelo ácido micofenólico (MPA) resulta em interrupção da divisão
celular linfocítica. Os linfócitos são seletivamente dependentes da síntese de

novo das purinas. O MPA inibe a enzima inosina monofosfato desidrogenase

(IMPDH) necessária à síntese da guanosina monofosfato (GMP), um passo

fundamental na biossíntese das purinas, que por sua vez é crucial para o ciclo

celular dos tinfócitos T e B. Desta forma, o MPA bloqueia a proliferação e

expansão clonal dos linfócitos T e B, inibe a produção de anticorpos e previne a
geração de linfócitos T citotóxicos e de outras células T efetoras. O M M F não

interfere corn a apresentação de antígenos (sinal 1), com a ligação de

moléculas co-estimulatórias (sinal 2), nem com a ligação da 11-2 com seu

receptor (sinal 3). MAP = proteinoquinase associada a mitógenos; TCR =

receptor do linfócito T; CDK = quinase ciclina dependente; Ag = antígeno; APC
= células apresentadora de antígenos (MELE, HALLORAN, 2000).
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d) Toxicidade

A principal toxicidade foi observada para o trato gastrintestinal,

frequentemente manifestada como diarreia, dor abdominal, náuseas, vómitos e

gastrite. Em algumas ocasiões, os sintomas são tão intensos que necessitam

interromper a medicação (CIANCIO, et al., 1998; DUCLOUX et al.,1998;

SCHRAMA et al., 2000; ZANKER et al., 1998). Toxicidade para a medula óssea

também tem sido observada, podendo ocasionar leucopenia, anemia,

trombocitopenia (CIANCIO, et al., 1998). O MMF não é nefrotóxico.

Alopécia moderada e difusa ou aumento da lipase sérica, sem aumento

da amilase, têm sido descritas em alguns pacientes em uso de MMF (ZANKER

et al., 1998).

O Estudo Multicêntrico realizado em quatorze centros americanos

avaliou a frequência de eventos adversos em 165 pacientes submetidos a

transplante renal em uso de MMF, na dose de 2g/dia durante três anos.

Diarreia foi observada em 41,8%, dor abdominal - 31,5%, náuseas - 34,5%,

vómitos - 20%, anemia - 43,6%, leucopenia - 28,5%, trombocitopenia -13,3%,

infecção citomegálica - 15,2%, CMV invasivo -10,9%, herpes simples -15,2%

e herpes zoster cutâneo - 9,7% (MYCOPHENOLATE MOFETIL..., 1999).
Resultados semelhantes foram também observados no estudo multicêntrico

realizado europeu (MYCOPHENOLATE MOFETIL..., 1999).
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3.3.RAPAMICINA-Rapa

a) Química

A Rapamicina (Rapa) é um produto de fermentação natural da bactéria
actinomiceto, Streptomyces hygroscopicus, descoberta inicialmente em
amostras de solo de Rapa Nui na Ilha de Páscoa e isolada em 1975 (KELLY et
al-, 1997). A Rapa foi estudada inicialmente como droga antifúngica e
pesquisas realizadas no final dos anos 80 e início dos anos 90 demonstraram
sua atividade imunossupressora (SEHGAL et al., 1975; STEPKOWSKI et al.,
1991; COLLIER et al, 1991).

A Rapa é uma lactona hidrofóbica macrocíclica, cuja fórmula química é
um esteroisômero de 9,10,12,13,14,21,22,23,24,25,26,27,32,33,34,34a-
hexadecaidro-9,27-diidroxi-3-[(1R)2[1S, 3R, 4R) hidroxi-3-metoxicicloexil]-1-
metil]-10,21-dimetoxi-6,8,12,14,20,26-hexametil-23,27-epoxi-3H-piridol[2,1-
c][1,4]oxa-azacicto-hentricontino-1,5,11,28,29(4H,6H,31H)-pentona(fi9ura11).
A formula molecular é CsiHygOise apresenta peso molecular de 914,2 kD

(MORRIS, 1995).

A Rapa é insolúvel em água e altamente solúvel em soluções oleosas.
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2000).
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b) Farmacocinética

A Rapa é rapidamente absorvida por via oral, corn um pico de
concentração máxima (tmax) de 1 hora em indivíduos saudáveis e 2 horas em
receptores de transplante renal. A biodisponibilidade da solução oral é de 14%.
Esta baixa disponibilidade é devida ao metabolismo da Rapa pelas enzimas
citocromo P-450 3A4 (CYP3A4) intestinais e hepáticas e ao contratransporte da
droga pela bomba representada pela glicoproteína-P existente nas células da
parede intestinal (figura 12) (SATLLER et al., 1992; LAMPEN et al., 1998).

A ingestão da Rapa com uma refeição com alto teor de gorduras
diminuiu a Cmax em 34%, aumentou a tmax em três vezes e meia e aumentou em
35% a área sob a curva (AUC). Desta forma, os alimentos podem aumentar a
variabilidade inter e intraindividual na farmacocinética da Rapa, sendo indicado
que a droga seja ingerida sempre da mesma forma, com ou sem alimento
(RAPAMUNE, monografia, 2000).

Aproximadamente 92% da Rapa liga-se a proteínas plasmáticas,
principalmente albumina (97%), além de al-glicoproteínas ácidas e
lipoproteínas (YATSCOFF et al, 1993).

A Rapa é metabolizada por 0-desmetilação e/ou hidroxilaçâo pelas
enzimas CYP3A4 encontradas no fígado e intestino delgado (LAMPEN et al.;
1998). Sete metabólitos são identificáveis no sangue total e plasma, porém a
Rapa é o principal componente do sangue total e contribui com mais de 90%
da atividade imunossupressora (Rapamune, monografia, 2000). Noventa e dois
por cento da droga é eliminada principalmente pelas fezes e 2% pela urina. A
meia-vida de eliminação no estado de equilíbrio em receptores renais estáveis
foi de 62,3 horas após doses orais múltiplas (RAPAMUNE, monografia, 2000;
KAHAN,etal.,2001).

O método padrão-ouro para dosagem de Rapa é a HPLC com
espectrometria de massa (HPLC-MS), porém é um método caro e que requer
técnica qualificada. A HPLC com ultravioleta apresenta boa correlação com
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HPLC-MS e é técnica disponível em muitos laboratórios. Outras metodologias
têm sido usadas em estudos experimentais: enzima-imunoensaio com

micropartículas (MEIA), que mede a Rapa e seus metabólitos, podendo

superestimar a concentração sanguínea em 10% a 42%; ensaio de ligação da
imunofilina (IBAs), embora apresente fraca reatividade cruzada com seus

metabólitos, é mais fácil de ser realizado e tem possibilidades de ser um

método automatizado (SHAW et al., 2000; SAUNDERS et al-, 2001).

A Rapa é metabolizada pelas isoenzima CYP3A4, pertencente à família

do citocromo P-450, bem como constitui um substrato para glicoproteína-P,

localizada no intestino delgado. Assim, drogas que interi:erem nestes dois

fatores podem aumentar ou a diminuir a concentração da Rapa no sangue.

Exemplos destas interações medicamentosas são a rifampicina,

carbamazepina, fenobarbital, fenitoína, que podem reduzir os níveis séricos da

Rapa, e diltiazem, nicardipina, verapamil, cetoconazol, ciclosporina,

claritromicina, eritromicina, metoclorpramida, cisaprida, cimetidina, clotrimazol,

fluconazol, itraconazol, que podem aumentar a concentração sérica da Rapa
(RAPAMUNE, monografia, 2000).

A administração concomitante de Rapa e CsA a voluntários normais
aumentaram a Cmax media em 116% e a AUG media em 230%. Quando as

drogas foram administradas com intervalo de 4 horas este aumento foi de 37%

e 80%, respectivamente. Devido à interação da Rapa com a CsA é

recomendado que as drogas sejam administradas com intervalo de 4 horas

(RAPAMUNE, monografia, 2000).
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Figura 12. Metabolismo da Rapamicina.

Metabolismo da Rapamicina pelas enzimas CYP3A4, pertencentes ao

citocromo P-450, encontradas no fígado e intestino delgado e contratransporte

da droga glicoproteína-P existente nas células da parede intestinal.
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c) Mecanismo de Ação

A Rapa não inibe a síntese de IL-2, porém bloqueia a resposta
proliferativa dos linfócitos a IL-2 (ALLISON, 2000). A paralisação do ciclo
celular provocada pela Rapa se dá através da formação de um complexo
inibitório entre a Rapa e seu receptor intracelular, a imunofilina citosólica

FKBP12 (P^-binding protein 12), uma peptídeo-prolil-isomerase que catalisa a

quinase serina/treonina multifuncional, mTOR {mammalian target of rapamycín}
(SABERS et al., 1995). O bloqueio da mTOR diminui a resposta dos linfócitos
ao segundo sinal co-estimulatório durante a fase GO para a fase G1 do ciclo

celular e a resposta ao terceiro sinal durante a construção da fase G1

(ALEXANDER et al., 1999). Ao bloquear o sinal co-estimulatório, a Rapa
previne a ativação dos fatores do complexo ÍNF-KB (inibidores do fator nuclear

KB) e, possivelmente também modula a atividade da proteinoquinase C. Ao

bloquear o sinal 3 na fase G1 tardia do ciclo celular, a Rapa inibe quatro vias
de sinalização estimuladas pelas citocinas: a) a degradação da p27kip1, levando
à ativação da ciclina; b) a estimulação da cinase p70s6, um passo necessário
para a síntese de proteínas estruturais no endossoma; c) a libaração do fator

de elongação 4A de sua associação com PHAS-1 (phosphorilated heat- and
acid-stable protein), facilitando, desta forma, a síntese de proteínas

ribossomais; d) a regulação aumentada da transcrição das proteínas anti-
apoptóticas bcl-2 e p21Ras (figura 13) (KAHAN et al., 2001; SAUNDERS et al.,
2001). Estas ações celulares da Rapa podem explicar os seus efeitos
terapêuticos e tóxicos. Os efeitos únicos desta droga são complementares aos
inibidores da calcineurina, CsA e Tacrolimus, e aos anticorpos monoctonais

dirigidos contra os IL-2R; uma relação que tem sido chamada de "paradigma da
citocina" (figura 14) (KAHAN et al., 2001).

A atividade imunossupressora da Rapa resulta da inibição da atividade
dos leucócitos. Ela bloqueia a proliferação das células T induzida pelas
citocinas (IL-1,-2, -3, -4, -6, -7, -12 e -15), aloantígenos e mitógenos, de forma
dose-dependente (SEHGAL, 1998; SAUNDERS, et al., 2001). Entretanto, ela
não parece alterar a apoptose das células T induzida pela IL-2 (SAUNDERS, et
al., 2001). As células natural killer, as células killer ativadas por citocinas e a
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função de citotoxicidade dependente de anticorpo dos leucócitos são

suprimidas pela Rapa em concentrações 10 a 100 vezes maiores do que

aquela necessária para bloquear a proliferação das células T (SEHGAL et al-,

1994).

A Rapa inibe a proliferação de células não imunes, como as células

musculares lisas estimuladas pelo fator de crescimento fíbroblástico básico ou

fator derivado da plaqueta (CÃO et al-, 1995; MARX et al., 1995). Esta

atividade poderia favorecer a inibição, pela Rapa, da proliferação da

musculatura lisa, que é a lesão base da RC.

Em virtude de sua ação inibitória sobre a bcl-2, a Rapa pode produzir um

efeito pró-apoptótico e facilitar a indução de tolerância (KAHAN et al., 2001).

f
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Figura 13. Sítios de ação da enzima alvo da Rapamicina (mTOR).

a) ativação dos fatores da c-Rel, localizados após a recepção do sinal co-

estimulatório CD28; b) fosforilação da quinase p70s precedendo a síntese
proteica endossômica estrutural; c) liberação do 8-IH-4E de sua associação

com PHAS-1, levando a atividade da 4E necessária para a elongação da cadeia

polipeptídica nos ribossomas; d) dissociação do p27kip1 de sua quinase ciclina
C, promovendo a divisão celular e a regulação aumentada da expressão do bei,

um fator anti-apoptótico (KAHAN et al.; 2001).
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Figura 14. O "paradigma da citocina".

O "paradigma da citocina" inclui o bloqueio do sinal 1 pêlos antagonistas da
calcineurina (ciclosporina-CsA e Tacrolimus-TRL) e a inibição do sinal 2 co-
estimulatório pela Rapamicina (Rapa), reduzindo a ativação transcricional da
síntese de citocinas durante da fase GO para a fase G1. O anticorpo
monoclonal contra o receptor da IL-2 (mAbs IL-2R) bloqueia a capacidade da
IL-2 de desencadear o sinal 3, evento transducional que é inibido pela Rapa,
impedindo a progressão do ciclo celular da fase G1 para S (KAHAN et al.;
2001).
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d) Toxicidade

As reações mais frequentemente observadas foram hipercolesterolemia,
hiperlipidemia, leucopenia e trombocitopenia (GROTH et al., 1999; ALLISON,

2000; MACDONALD et al, 2001). A Rapa diminui a atividade da lipase
lipoprotéica em cultura de células, porém efeito semelhante não foi observado

em humanos. A Rapa acarreta aumento da HDL; no entanto, produz elevação
mais acentuada da LDL e IDL (lipoproteína de intensidade intermediária), além
dos triglicerídeos. Embora a frequência de hiperlipidemia seja elevada, a
ocorrência de complicações decorrentes dela, como pancreatite, acidente
cerebrovascular ou infarto do miocárdio, é rara (KAHAN et al., 1998; KAHAN et
al., 2001).

A Rapa pode ter efeitos tóxicos reversíveis sobre a progressão do ciclo

das células da medula óssea estimulada pelas citocinas ou fatores de

crescimento vascular, de forma semelhante ao efeito sobre os linfócitos. A

supressão tende a ser maior sobre os megacariócitos do que sobre os
leucócitos, é dose-dependente e reversível com a redução ou interrupção da
droga (KAHAN et al., 1998; KAHAN et al., 2001).

Hipertensão arterial, eritema, acne, anemia, artralgia, diarreia,

hipocalemia, febre, epistaxe e dor no pé foram mais frequentemente
observadas em pacientes fazendo uso de doses mais elevadas da Rapa.

(KAHAN et al., 1998; GROTH et al-, 1999; ALLISON, 2000; KAHAN et al.,
2001; MACDONALDetal., 2001).

Em alguns pacientes têm sido relatados sintomas gatrintestinais como
diarreia, náuseas e vómitos (KAHAN et al., 1998).

Nefrotoxicidade não foi associada ao uso da Rapa. Linfocele ocorreu

com uma frequência mais elevada em pacientes sendo tratados com Rapa,
sendo atribuída ao retardo na cicatrização da ferida cirúrgica. (KAHAN et al.,
1998;KAHANetal,2001).
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Uma complicação é a ocorrência de pneumonite não infecciosa
reversível (KAHAN et al.; 2001).

4. CÂNCER APÔS TRANSPLANTES DE ÓRGÃOS E TECIDOS

A incidência pode variar de acordo com a região, com o tipo de órgão
transplantado e com o tempo decorrido após o transplante. Assim, foram
relatadas estimativas de neoplasias em receptores de transplante renal de
2,8% na Alemanha (WALZ et al. 1992), 3,3% na Escandinávia (BIRKELAND,
1983) e Espanha (VILARDELL et al., 1992), 5,1% em Londrina-Pr (DELFINO et
al, 1994), 5,6% nos Estados Unidos (PENN, 1993a), 5,9% em Kyoto (SUZUKI
et al., 1994), 6,4% no Canada (GUTTMANN et al., 1984) 7,6% em Yorkshire
(LONDON et al, 1995), 14,2% na Finlândia e 49% na Austrália (SHEIL et al,
1985a; 1985b; 1993). Esta diferença nas incidências é acarretada,
provavelmente, pela ocorrência das neoplasias de pele, que é maior nas áreas
de maior risco. Outro fator que pode influenciar na incidência de neoplasias é o
tipo de órgão transplantado. Rinaldi e cols. (2001) observaram uma incidência
de 11,6% de neoplasias em 174 pacientes submetidos a transplante cardíaco
em Pávia.

As neoplasias de pele e de lábios são as mais frequentes após o
transplante de órgãos, representando 38% dos tumores malignos (PENN,
1984). Shell e cols. (1985a) mostraram que a incidência desta neoplasia na
Australia e Nova Zelândia aumenta de 0,6% nos pacientes pré-diálise para 2%
durante o tratamento dialítico e 12% após três meses de transplante com rim
de doador cadáver, após 4 anos de transplante, 28% dos pacientes
apresentaram ceratoses pré-malignas (PENN, 1984).

Em regiões com pouca luz solar o risco de desenvolver câncer de pele é
aumentado em 4 a 7 vezes, enquanto que em regiões aonde a exposição solar
é maior este risco sobe para 21 vezes (PENN, 1984).
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A prevalência de verrugas virais aumenta rapidamente após o

transplante e existe uma forte associação entre o número de verrugas

induzidas pelo papilomavírus (HPV) e o desenvolvimento de câncer de pele.

Além disso, HPV tem sido detectado em lesões de pele benignas, pré-malignas

e malignas. Os tipos de HPV associados a epidermodisplasia-verruciforme (EV-

HPV) prevalecem em todos os tipos de lesões (BOUWES BAVINCK, 2001).

Entretanto, outros autores não observaram partículas virais nos tumores de

pele de pacientes transplantados utilizando cultura de tecido e microscopia

eletrônica (KELLY et al., 1985).

A maioria das neoplasias cutâneas está localizada em áreas expostas

aos raios solares, como face, mãos, antebraço e face posterior do pescoço.

Elas frequentemente estão associadas a outras lesões, verrugas e ceratoses,

que devem ser diferenciadas das neoplasias (BLOHMÉ et al., 1984; LANG et
al., 1994).

Os carcinomas espinocelulares predominam sobre os basocelulares corn

uma relação de 1,7:1 e em 44% dos casos eles são múltiplos. Os tumores

cutâneos e de lábios são agressivos e metástases ganglionares foram

observadas em 7,5%, sendo a maioria espinocelulares ou melanoma maligno.

A incidência de melanoma também é aumentada na população de pacientes

transplantados, com mortalidade em 46% dos casos (PENN, 1984).

Os principais fatores implicados no aumento da incidência de câncer

cutâneo são: raça caucasóide, exposição aos raios ultravioleta (UVB), idade do
receptor (BLOHMÉ et al-, 1984), a presença do papilomavírus 5 e 8, que
podem ser observados em 60% dos casos de câncer espinocelulares (BARR et

al., 1989), infecção pelo herpes vírus (PENN, 1999), homozigoze no /ocus DR e
incompatibilidade no locus B do CPH entre doador e receptor (BOUWES
BAVINCK et al., 1991), intensidade da imunossupressão e sensibilização da

pele aos raios UVB pêlos derivados imidazólicos da azatioprina. Entretanto, a

presença da molécula A11 no CPH parece conferir resistência ao câncer

cutâneo (STREILEIN, 1991).
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Gjersvik e cols. (2000) analisaram 148 pacientes submetidos a

transplante cardíaco e 1020 a transplante renal e observaram que o risco de

desenvolver câncer de pele do tipo não melanoma é 2,8 vezes maior nos

pacientes recebendo transplante de coração. Os autores atribuem este risco

aumentado à imunossupressão mais agressiva utilizada nestes pacientes.

Entretanto, outros autores não observaram uma incidência aumentada de

melanoma nos pacientes transplantados quando comparados aos pacientes

em programa de tratamento dialítico ou a população geral (BRUNNER et al.,

1995).

As doenças linfoproliferativas (PTLD) representam a segunda causa

mais frequente de neoplasias após o transplante de órgãos, com incidência

variando de 0,5% (CAILLARD et al., 2000) a 25% (FIRST et al-, 1998),

dependendo do estado de imunidade do receptor contra o vírus Epstein Barr

(EBV), do tipo de órgão transplantado e da intensidade da imunossupressão

(HO, 1995; WALKER et al., 1995, GRIDELLI, 2000). A primo-infecção pelo EBV

constitui o risco mais elevado de desenvolver uma doença linfoproliferativa pós-

transplante.

O risco do paciente submetido a transplante renal desenvolver PTLD é

cerca de 30 a 40 vezes maior do que a população em geral (PENN, 1991;

OPELZetal.,1995).

PTLD compreende um grupo de manifestações, variando desde uma

linfoproliferação benigna e autolimitada a formas mais agressivas e

amplamente disseminadas da doença. Esta última é comumente associada

com proliferação de células B, embora lesões contendo células T e células

nulas também tenham sido relatadas. Histologicamente podem ser

classificadas em três grupos: hiperplasia plasmocítica, doença linfoproliferativa

polimórfica e linfoma/mieloma múltiplo (CHADBURN et al., 1997; HARRIS et

al., 1997).

O quadro clínico pode se manifestar em qualquer período pós-

transplante como uma síndrome semelhante à mononucleose infecciosa, como
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massa tumoral única ou múltipla ou, frequentemente, como uma disfunção do

enxerto (GORAL et al., 1997). Randhawa e cols. (1996) estabeleceram os

critérios para diagnóstico de PTLD no enxerto renal. Eles incluem a presença

de nódulos de células linfóides em expansão, atipia nuclear e áreas

serpiginosas de necrose com uma densa infiltração mononuclear de fundo.

As localizações extra-ganglionares são frequentes, principalmente no

trato gastrintestinal e sistema nen/oso central (GORAL et al., 1997). Os

sintomas ocorrem em pacientes mais jovens e em fase mais precoce do

transplante, quando comparados com os outros tipos de neoplasias

(KRIKORIANetal.,1978).

A incidência de linfomas depende do tipo de órgão transplantado e da

intensidade de imunossupressão recebida, podendo variar de 15% a 54% das

neoplasias pós-transplantes. Foi relatado que a incidência de linfoma a cada

ano é maior em pacientes submetidos a transplante cardíaco do que renal

(OPELZetal, 1993)

Um aspecto importante é a raridade do linfoma de Hodgkin nos

pacientes transplantados, representando somente 3% do total dos linfomas,

enquanto que na população em geral este tumor é o mais frequente, com

incidência de 24 a 48%. (WEINTRAUB et al., 1982; PENN, 1984). Dos linfomas

não Hodgkin, 86% são originados das células B e 14% das células T (PENN,

1991). Além disso, o tipo histológico mais comum foi o histiocítico - sarcoma de

células reticulares (67%).

Envolvimento extranodal ocorreu em 78% dos casos, sendo que em

70% deles um único órgão estava envolvido. O sítio mais comumente afetado

foi o sistema nervoso central, descrito em 58%. Este sítio pode ser acometido

em 1% dos pacientes não transplantados com linfoma não Hodgkin

(WEINTRAUB et al., 1982; PENN, 1984).

Envolvimento linfomatoso do órgão transplantado foi observado em 15%

dos casos (PENN, 1984).
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Os possíveis fatores etiológicos favorecendo o aparecimento de linfomas

em pacientes transplantados incluem a perda da alça de feedback que

normalmente controla a proliferação dos linfócitos, estimulação antigênica

crónica dos linfócitos pêlos antígenos estranhos do CPH do enxerto ou pelas

infecções múltiplas e crónicas e viroses oncogênicas, das quais o principal

suspeito é o EBV (PENN, 1984; MATAS et al., 1976).

O risco de desenvolver Sarcoma de Kaposi é 400 a 500 vezes maior nos

pacientes transplantados do que na população em geral (PENN, 1987).

Enquanto a incidência desta doença na população em geral é negligenciável,

em pacientes transplantados ela pode aumentar para 6%, com predominância

de acometimento no sexo masculino de 3:1 em relação ao sexo feminino. O

sarcoma é incomum nos receptores de transplantes pediátricos, representando

apenas 3% dos pacientes com esta neoplasia (FIRST et al., 1998; PENN,

1999).

O Sarcoma de Kaposi pode ser classificado em duas formas: cutâneo-

mucosa e visceral. Segundo Penn, 61% dos Sarcomas de Kaposi são não

viscerais, acometendo pele, conjuntiva e mucosa orofaringeana. Esta forma

manifesta-se como pápulas ou máculas azul-avermelhadas na pele e/ou

mucosa orofaríngea ou como granuloma infectado que não cicatriza. A forma

visceral correspondeu a 39% dos Sarcomas de Kaposi e acometeu

principalmente trato gastrintestinal e pulmões (FIRST et al., 1998).

Os tumores cutâneos apresentam uma evolução favorável em mais da

metade dos casos e remissões espontâneas têm sido observadas em um terço

com a suspensão da imunossupressão. Entretanto, estas remissões são mais

raras nas formas viscerais, ocorrendo em tomo de 20% (QUNIBI et al., 1993).

Os possíveis fatores etiológicos implicados no aparecimento do Sarcoma

de Kaposi em transplantados são a predisposição genética, infecções

prolongadas e repetidas pelo citomegalovírus (CMV) e estimulação antigênica

crónica pelo transplante ou por múltiplas infecções (PENN, 1984).
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Os pacientes transplantados renais apresentam um risco aumentado de

neoplasias do trato urinário secundário à degeneração maligna de cistos

presentes nos rins nativos ou carcinoma urotelial em pacientes com

antecedentes de nefropatia por analgésicos. A prevalência de carcinoma renal

tem sido relatada ser 3% a 5% dos pacientes candidatos a transplante renal

comparado com 2% da população geral (GULANIKAR, 1998; PENN, 1999).

Kyllõnen e cols. (2000) analisaram 2.890 pacientes transplantados

renais no período de 1967 a 1997 e não detectaram uma incidência aumentada

de neoplasias comuns em homens, como pulmão, estômago e próstata, ou

neoplasias comuns em mulheres, como mama, em relação à população gerai.

Estas mesmas observações foram relatadas por outros autores (SHEIL et al.,

1985a; 1985b; BRUNNER et al-, 1995). Segundo os registros do European

Dialysis and Transplant Association - European Renal Association (EDTA -

ERA) os sítios mais frequentemente acometido pelas neoplasias foram os

pulmões e os brônquios (BRUNNER et al., 1995).

A indicação de transplante de órgãos em pacientes com antecedentes

de neoplasias é controversa, uma vez que a imunossupressão favorece o

crescimento das células neoplásicas, aumentando o risco de recidiva. Este

risco dependerá da natureza do câncer inicial, sendo muito elevado após

câncer de bexiga de alto grau, sarcoma, melanoma, câncer espinocelular ou

basocelular, câncer coloretal, câncer de mama e mieloma múltiplo. Nestes

casos é aconselhável que o paciente esteja em remissão há pelo menos 5

anos.

O câncer in situ não contra-indica o transplante de órgãos. Segundo

Penn (1993b), o risco de recidiva de câncer pré-existente após a realização de

transplantes de órgãos é de 53% quando o paciente está em remissão entre O

a 24 meses, 34% com remissão entre 25 a 60 meses e 13% quando o tempo

de remissão é maior que 60 meses.

A incidência de neoplasias também é aumentada nos pacientes

transplantados com idade menor ou igual a 18 anos. Wingen e cols. (1994)

56
T



r

observaram uma frequência de neoplasias de 4% durante um período de

observação de 5,7 anos. Porém, a distribuição dos tipos de neoplasias é

diferente dos indivíduos transplantados na idade adulta. Os linfomas são os

mais frequentemente observados, ocorrendo em 52% dos registros de CTTR,

seguido dos canceres de pele e lábios (20%), carcinoma de vulva e ânus (4%),

sarcomas excluindo Kaposi (4%), neoplasias hepáticas (3%), carcinomas de

tireóide (3%), Sarcoma de Kaposi (2%) (PENN, 1994). Os linfomas não

Hodgkin também predominam nesta faixa etária de pacientes transplantados,

ocorrendo em 98% dos casos de linfomas (PENN, 1994; WINGEN et al., 1994).

Não foi observada diferença na incidência de linfomas entre pacientes tratados

com esquema clássico (Azatiprina e Prednisona-AZA+PRED) e CsA (GRUBER

et al-, 1994).

Neoplasias podem ser transmitidas ao receptor através do órgão doado.

Do ponto de vista prático e médico-legal esta transmissão pode ser

diferenciada em tumor transmitido pelo doador e tumor derivado do doador

(PENN, 1993b). Os tumores transmitidos são aqueles existentes no doador no

momento do transplante enquanto que os tumores derivados são tumores de

novo que se desenvolvem nas células do doador que foram transplantadas,

como leucemia promielocítica, PTLD e adenocarcinoma pancreático.

O U.N.O.S. (United Network for Organ Sharing, Richmond) registrou

uma incidência de 0,04% de tumores relacionados ao doador. A mortalidade

global, incluindo os receptores de órgãos de doadores vivos, foi de 38%

(KAUFFMAN et al, 2002).

Diferentes mecanismos podem contribuir para o risco aumentado de

câncer em pacientes imunossuprimidos e a importância de cada um deles varia

com o tipo de malignidade:

a) Piora da vigilância imunológica

Permite que células potencialmente neoplásicas, com mutação somática

ou infecção virai, escapem da eliminação pelo hospedeiro (BURNET, 1967;
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KEAST, 1970). Vários mecanismos podem ser operantes: (COTRAN et al.,

2000).

ai) Crescimento seletivo de variantes antígeno-negativas: durante a

progressão do tumor podem ser eliminados os clones fortemente

imunogênicos;

82) Perda ou redução da expressão de moléculas do CPH: as células

tumorais podem deixar de expressar níveis normais de moléculas de classe l

do CPH, escapando, assim, do ataque pelas células Tc, mas não das células

N K;

as) Ausência de co-estimulação: As células tumorais podem expressar

moléculas de classe l do CPH mas, frequentemente, não expressam moléculas

co-estimuladoras. Isto pode acarretar um processo de anergia e induzir

apoptose das células T;

84) Imunossupressão: os tumores ou produtos tumorais podem ser

imunossupressores, como é o caso do TGF-p;

as) Apoptose das células Tc: alguns melanomas e carcinomas

hepatocelulares expressam o ligante Fas. Esses tumores matam os linfócitos

que expressam Fas quando estes entram em contato com o tumor, eliminando,

assim, as células T tumor-específicas.

b) Carcinogênese por radiação

Evidências epidemiológicas mostram, que os raios UV do sol induzem

uma incidência aumentada de carcinoma de células escamosas, carcinoma

basocelular e, possivelmente, melanoma maligno de pele. O grau de risco

depende do tipos de raios UV, da intensidade de exposição e da quantidade de

proteção fornecida pela camada de melanina na pele que absorve a luz.
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A porção UV do espectro solar pode ser dividida em três faixas de

comprimento de onda: UVA (320 a 400 nm), UVB (280 a 320 nm) e UVC (200 a

280 nm). Destas, acredita-se que a UVB seja a responsável pela indução de

cânceres cutâneos. A UVC, apesar de ser um potente mutágeno, é filtrada na

camada de ozônio ao redor da terra.

A carcinogênese da luz UVB é atribuída à sua formação de dímeros de

pirimidina no DNA. Esse tipo de lesão do DNA é reparado através via de reparo

de excisão de nucleotídeos (NER, nucleotide excision repair). Existem cinco

etapas do NER: (1) reconhecimento da lesão do DNA, (2) incisão do filamento

lesado em ambos os lados da lesão, (3) remoção do oligonucleotídeo

danificado, (4) síntese de um remendo de núcleotídeo, e (5) sua ligação. Esse

processo requer o produto de pelo menos 20 genes. Foi postulado que a

excessiva exposição ao sol pode sobrepujar a capacidade de reparo da via do

NER e, desta forma, lesões podem permanecer sem reparo permitindo erros de

transcrição e, em alguns casos, o aparecimento de câncer (COTRAN et al.,

2000).

c) Viroses oncogênicas

O intervalo de tempo entre o transplante de órgãos e o aparecimento de

algumas neoplasias reforça a hipótese de infecção por um oncovírus. Além

disso, alguns tipos de neoplasias que ocorrem comumente nesta população

são relacionadas a etiologia virai, tais como linfoma, câncer de pele, lábios,

cérvice uterina, hepatoma e sarcoma de Kaposi (PENN, 1977; KINLEN et al.,

1983).

Infecção peto HPV tem sido associada a neoplasias de cérvice uterina e

de pele (BOUWES BAVINCK et al, 2001; HALPERT et al., 1985). Os HPVs

foram implicados na origem de vários cânceres, sobretudo carcinoma de

células escamosas do colo uterino e região anogenital, além de cânceres orais

e de laringe.
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As análises moleculares de carcinomas associados ao HPV e verrugas
genitais benignas revelam diferenças e podem ser pertinentes para a atividade

de transformação desses vírus. Nas verrugas benignas e lesões pré-

neoplásicas, o genoma do HPV é mantido numa forma epissômica (não

integrada), ao passo que nos cânceres, o DNA virai é geralmente integrado ao

genoma das células hospedeiras. Embora este sítio de integração seja

randômico, o padrão de integração é clonal, isto é, o local de integração é

idêntico no interior de todas as células de um determinado tipo de câncer,

afastando a possibilidade de infestação passageira de uma célula em
tranformaçâo (COTRAN et al., 2000).

Também existem evidências mostrando uma associação entre herpes

vírus do tipo II e carcinoma de cérvice uterina. A infecção virai parece ser o

fator desencadeador, embora não único, desta neoplasia (PAGANO, 1984).

A infecção pelo EBV é fortemente associada a dois tipos de neoplasias:

o carcinoma de nasofaringe posterior e os linfomas de células B, especialmente
o linfoma de Burkitt (PAGANO, 1984).

O EBV penetra nas células B através da molécula CD21, expressa em

todas as células B. No interior dos linfócitos B, o genoma linear do EBV torna-

se circular para formar um epissomo no núcleo da célula. As células B

contendo o vírus latente são, então, imortalizadas. A base da imortalização das

células B pelo EBV é complexa. Parece que a proteína de membrana latente 1

(LMO-1) está envolvida, impedindo a apoptpse das células B através da

regulação positiva da expressão do bcl-2; além disso, ativa as vias de
promoção de crescimento, que normalmente são deflagradas por sinais
oriundos das células T (COTRAN et al., 2000).

Outra associação bem estabelecida é a da infecção pelo vírus da

hepatite (HBV) e o hepatocarcinoma (PAGANO, 1984). O HBV codifica um

elemento regulador, denominado proteína Hbx, que desorganiza o controle

normal de crescimento dos hepatócitos infectados através da ativação

transcricional de vários genes promotores do crescimento, como o fator de
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crescimento II semelhante à insulina (IGF-11) e receptores do IGF-IR. A proteína

Hbx liga-se ao p53 e parece interferir nas suas atividades de supressão do

crescimento (COTRAN et al, 2000).

d) Estimulação antigênica crónica e regulação imune

O tecido transplantado poderia estimular cronicamente o sistema

retículo-endotelial. (ARMSTRONG et al., 1962; SCHWARTZ et al, 1965;

WALFORD, 1966; SMITHERS et al, 1969). Schwartz (1972) sugere que a

estimulação antigênica crónica impediria o mecanismo de feedback que

normalmente controla a extensão das reações imunes. Isto acarretaria

proliferação linfóide continuada, com ativação virai e proliferação de linfócitos

transformados.

e) H LA e câncer

Existe uma forte associação entre alguns antígenos do Sistema HLA e a

ocorrência de determinados tumores. A susceptibilidade do carcinoma de

nasofaringe é associada com A2, Bw46 em chineses e com A29 em Africanos,

este último com risco relativo (RR) de 19,6. O antígeno B37 em indivíduos da

raça negra aumenta o RR de linfoma para 37,59 e DR5 em caucasóides do

Mediterrâneo apresenta RR de Sarcoma de Kaposi de 12,7. O DR5 também é

associado ao câncer de rim com RR de 4,7 (HORS et al., 1984).

f) Ação neoplásica direta das drogas imunossupressoras:

A Aza pode ocasionar quebra nos cromossomos e anormalidades

nucleares em humanos e animais (JENSEN, 1967). Parece que a aza

potencializa o efeito oncogênico de outros agentes, como por exemplo a luz

UV, aumentando o risco de câncer de pele (KORANDA et al., 1975). Outra

evidência da ação neoplásica das drogas imunossupressoras tem sido o

aumento na incidência de linfomas em pacientes tratados com CsA (PENN i,

1987), anticorpo monoclonal anti-CDS (OKT3), globulina anti-linfocítica (ALG)

ou globulina anti-timocítica (ATG) (SWINNEN et al-, 1990, OPELZ et al., 1993).
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5. CARCINOSSARCOMA 256 DE WALKER

O tumor de Walker foi descoberto em 1928 por Gerge Walker na

Universidade de Johns Hopkins, que observou uma massa tumoral na glândula

mamaria de uma rata albina prenha, que regredia temporariamente durante o

período de lactação. O exame hispotatológico revelou um adenocarcinoma. O

tumor foi transplantado para outros ratos albinos com índice de pega de 56%.

(EARLE, 1935)

Após sucessivos transplantes, a neoplasia apresentou variações

morfológicas, assumindo formas carcinomatosa, sarcomatosa mista e

carcinossarcomatosa. Fisher e cols (1961) descreveram três tipos de células do

tumor de Walker. Uma célula característica da variante carcinomatosa, de

forma poligonal ou arredondada, núcleo volumoso, esferóide ou ovóide,

cromatina condensada na perfiferia e nucléolo proeminente. Um segundo

padrão de célula sarcomatoso, geralmente fusiforme, com características

semelhantes aos fíbroblastos neoplásicos. O terceiro tipo de células

indiferenciadas, pequenas densamente coradas, de forma arredondada,

poligonal ou alongad?, citoplasma escasso e núcleo de cromatina grumosa,

sendo encontradas frequentemente entre as células de padrão carcinomatoso.

Metástases do tumor de Walker, após inoculação por via intramuscular,

têm sido observadas nos rins, baço, pulmões, fígado, supra-renais, medula

óssea, coração e língua (IWANA DE MATTOS et al., 1980).

Fatores que interferem no crescimento do tumor são o sexo e a idade do

animal, sendo relatado crescimento mais lento nos ratos muito jovens ou muito

idosos ou nas ratas. (KATONA, 1972; CALDAROLA, 1968).
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1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito das drogas imunossupressoras Rapamicina,

Micofenolato mofetil e Ciclosporina microemulsão sobre o crescimento ou

regressão tumoral, utilizando modelo experimental de ratos Wistar inoculados
com carcinossarcoma 256 de Walker, que apresenta baixo índice metastático.

2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

2. 1. Avaliar os efeitos da Rapamicina usada isoladamente sobre ô
crescimento tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma 256 de

Walker e comparar estes efeitos com aqueles de outras drogas
imunossupressoras: Ciclosporina microemulsão ou Micofenolato mofetil;

2. 2. Avaliar o efeito da associação de Rapamicina com outras drogas

imunossupressoras, Ciclosporina microemulsão ou Micofenolato mofetil, sobre
o crescimento tumoral, em animais inoculados com carcinossarcoma 256 de

Walker;

2. 3. Avaliar o efeito da Rapamicina na regressão do carcinossarcoma
256 de Walker inoculado em animais;

2. 4. Avaliar o efeito do Micofenolato mofetil na regressão do
carcinossarcoma 256 de Walker inoculado em animais;

2. 5. Comparar o crescimento do carcinossarcoma de Walker utilizando
suspensão celular isolada com e sem gradiente de ficoll-hypaque;

2. 6. Avaliar o efeito da Rapa na regressão tumoral do carcinossarcoma

256 de Walker utilizando suspensão celular isolada com gradiente de ficoll-

hypaque.
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I - MATERIAIS

1. Equipamentos, Reagentes e Vidraria

Azul tripano 0,45%

Álcool etílico 70% (Toper Álcool

Agua destilada

Soro fisiológico 0,9% - B Braun®

Ficoll-Paque™ Plus - frasco de 500ml - lote 290047

Gentamicina 80mg - Ariston®

Éter sulfúrico -

Formal 10%- Quimex

Azeite de oliva - Torremolinos

BD Descartex® - Becton Dickinson Ind. Cirúrgicas Ltda

Seringas de 1, 3, 5,10ml- Plastopak®, Becton Dickinson, Ltda, Brasil

Agulhas 21G - Indústrias Cirúrgicas e Ópticas S. A. Brasil

Luvas de procedimento- Embramac

Tubos de ependorf 1,5 ml - Analítica, Ltda

Tubos de 3ml contendo EDTA - Becton Dickinson, Ltda, Brasil

Tubos de Fisher de 1ml - Biosystems

Placas de Petri - Pirex®

Ponteiras amarelas e azuis - Analítica, Ltda

Pipetas automáticas de 20,100 e 200 ^l - Gilson®

Pipeta Pasteur P200 - Dropette™

Papel alumínio -

Graal e pistilo

Material cirúrgico

Paquímetro - Marberg®

Microscópio Óptico NIKON FX-35DX com LABOPHOT-2, Japão

Máquina fotográfica Cânon EOS 5000

Filmes 35mm para foto em cores FUJI Photofilm da Amazónia Ltda

Balança para pesagem de animais (tara de O a 2000 g, Mettler P3,USA,

MATFRTATS; F MPTnnHS

66



r

Centrífuga Fisher Centrifuge Model 59

Capela com luz ultravioleta

Ringer corn lactato - Laboratório Madrevita® Ltda: frasco de 500ml contendo

109 mEq/l de cloreto, 129,0 mEq/l de sódio, 4,0 mEq/l de potássio, 2,7 mEq/l

de cálcio, 26,8 mEq/1 de lactato.

2. ANIMAIS

Duzentos ratos Wistar machos, com 4 a 8 semanas de vida, pesando

entre 100 e 160g, provenientes do Biotério da Universidade de Fortaleza e do

Biotério do Instituto Evandro Chagas (PA), foram utilizados nos experimentos

com carcinossarcoma 256 de Walker.

Estes animais foram mantidos em gaiolas e alimentados com ração

balanceada (Fri-Ribe) e água mineral Indaiá® "ad libitum" durante todo o

experimento.

Todas as manipulações dos animais foram realizadas seguindo a

bioética da manipulação de animais em estudos experimentais.

3. DROGAS

3.1. Rapamicina

A Rapamicina (Rapamune ®) foi obtida da Wyeth, na forma de solução

oral contendo 1mg/ml da droga, armazenada em envelopes de 2ml (lotes

3004076 e 3004201). A droga foi conservada a 4°C e protegida da luz durante

todo o período de utilização. A dose de 1,5mg/kg/dia foi administrada por via

oral. i

Dose (|^1) = peso (g) x 1,5
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3. 2. Micofenolato Mofetii

O Micofenolato Mofetil (CellCept®) foi obtido da Rache Indústria

Brasileira, em comprimidos contendo 500mg da droga (lote B1076). Os

comprimidos foram macerados em capela devido à sua toxicidade pulmonar,

utilizando graal e pistilo até obter uma fina pasta e, posteriormente, diluído em

água destilada até uma solução final de 25mg/ml. Esta solução foi armazenada

a 4°C durante todo o experimento e administrada por via oral na dose de

10mg/kg/dia.

Dose (^il) = peso (a) x 2
5

3. 3. Ciclosporina A

A Ciclosporina microemulsão (Sandimmun Neoral®) foi obtida da

Novartis na forma de frascos de solução oral de 100mg/ml da droga (lote

312MFB0700) O frasco foi conservado a 4°C durante todo o período de

utilização. A droga foi administrada por via oral na dose de 10mg/kg/dia.

Dose (^1) = peso (a)
10

3. 4. Cloridrato de Cetamina

A cetamina (Dopalen ®) foi obtida da Agribrands do Brasil Ltda, na forma

de frasco ampola de 5ml com 1g <lote 529/01). A droga foi administrada por via

intraperitoneal, na dose de 90mg/kg.
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Dose (ml) peso (g) x 0,09

57,5

3. 5. Cloridrato de Xilazina

A xilazina (Anasedan®) foi obtida da Agribrands do Brasil Ltda, na forma

de frasco ampola de 100ml contendo 2g (lote 253/01). A droga foi administrada
por via intraperitoneal, na dose de 10mg/kg.

Dose (ml)
r ~-\

peso (g) X 20

100
J

-MÉTODOS

1. PROTOCOLO DE ESTUDO

Este estudo foi dividido em 2 etapas, conforme esquematizado na figura
19:

Etapa 1: Avaliação do efeito das drogas imunossupressoras, usadas
isoladamente ou em associação, sobre o crescimento ou regressão do
carcinossarcoma 256 de Walker inoculado em ratos;

Etapa 2: Testar uma nova técnica de separação das células do
carcinossarcoma 256 de Walker;
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PRIMEIRA ETAPA

t"

fr:

"Avaliação do efeito das drogas imunossupressoras sobre o

crescimento e formação de metástases ou a regressão de
tumor, em animais inoculados com células do

carcinossarcoma 256 de Walker".
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1. METODOLOGIA UTILIZADA NA IMPLANTAÇÃO DO

CARCINOSSARCOMA 256 DE WALKER EM RATOS WISTAR.

1.1. Linhagem tumoral

A linhagem celular do carcinossarcoma 256 de Walker foi fornecida pelo

Laboratório de Oncologia Experimental do Departamento de Fisiologia e

Farmacologia da Universidade Federal do Ceará. Esta linhagem tumoral é

mantida pela inoculação intramuscular de 1 x 10 células tumorais na coxa
direita traseira de ratos Wistar machos doadores de tumor, a cada 7 dias.

1. 2. Preparação do inoculo celular e repicagem

Os animais doadores de tumor foram anestesiados com xilazina e

ketamina e sacrificados por deslocamento cervical no 7° dia após o implante

tumoral. A coxa direita foi dissecada, em capela, utilizando material

esterilizado, e retiraram-se fragmentos tumorais isentos de tecido necrótico.

Estes fragmentos foram colocados em placa de Petri contendo solução de

gentamicina a 0,45% e Ringer com lactato na proporção de 1:10 e, em seguida,

triturados e homogeneizados. O material, uma vez filtrado, foi colocado em

câmara de Newbauer e corado com azul tripano para avaliar a viabilidade

celular. A suspensão foi ajustada para manter 1 X 106 células tumorais/ml.

1. 3. Técnica implantação do carcinossarcoma 256 de Walker

Após leve sedação do animal com éter sulfúrico, 1 ml da suspensão de

células tumorais, contendo 1x10 células, foi injetada por via subcutânea na
região dorsal próxima à axila direita, utilizando seringa de insulina (figura 15).

Nos animais doadores, 1 ml da suspensão celular foi injetado por via

intramuscular na coxa direita dianteira de ratos Wistar machos, pesando entre

100 a 160g (figura 16). Em cada etapa do estudo foram preparados de 7 a 10
animais doadores de tumor.
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Figura 15. Rato Wistar exibindo crescimento de carcinossarcoma 256 de
Walker na região axilar direita 10 dias após a injeção subcutânea de 1 ml de
suspensão contendo 1 x 106 células tumorais. Foto no 10° dia após implante
tumoral
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Figura 16. Rato Wistar exibindo crescimento de carcinossarcoma 256 de

Walker na coxa direita de animal doador 7 dias após a injeção intramuscular de

1ml de suspensão contendo 1 x 10 células tumorais. Foto no 7° dia após
implante tumoral.
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1. 4. Curva de Crescimento Tumoral

A medida do tumor foi realizada diariamente utilizando-se um paquímetro

manual. Os dois maiores diâmetros foram registrados e o volume tumoral

calculado através da fórmula de Steel (1977):

V(cm3)=Dxd2/2

onde, V = volume tumoral, D = maior diâmetro tumoral, d = menor diâmetro

tumoral

A media dos volumes tumorais de cada grupo de animals foram

dispostas em gráfico relacionadas ao tempo em dias decorridos após a

inoculação do tumor.

1. 5. Inibição do crescimento tumoral

A inibição do crescimento tumoral foi calculada a partir da média do peso

tumoral (MTW), em mg, no término do tratamento (ENG et al., 1984)

T/C % = MTW (grupo de tratamento) X 100

MTW (grupo controle)

T/C o)/o)/0 inibição (100
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2. PROTOCOLOS

2. 1. Avaliação do efeito de drogas imunossupressoras, usadas

isoladamente, sobre o crescimento tumoral e formação de metástases,

em animais inoculados com carcinossarcoma 256 de Walker.

Quarenta ratos Wistar machos, com 4 a 8 semanas de vida, pesando

entre 110 e 190g foram divididos aleatoriamente em 4 grupos de 10 ratos cada,

de acordo com o esquema imunossupressor recebido:

Grupo 1 (G1), n=10: Controle - Cont, água mineral administrada por via oral;

Grupo 2 (G2), n=10: Rapamicina - Rapa, na dose de 1,5mg/kg/dia,

administrada por via oral;

Grupo 3 (G3), n=10: Ciclosporina microemulsão - CsA, na dose de

lOmg/kg/dia, administrada por via oral;

Grupo 4 (G4), n=10: Micofenolato Mofetil - MMF, na dose de 10mg/kg/dia,

diluído em água destilada e administrado por via oral.

O esquema imunossupressor foi iniciado 24 horas antes do implante

tumoral. As drogas foram administradas por via oral utilizando pipetas

automáticas de 20,100 e 200 ^ (fígura 17).

Após leve sedação com éter sulfúrico, todos os grupos de animais foram

inoculados com células da linhagem do carcinossarcoma 256 de Walker na

concentração de 1 x 106 células, por via subcutânea, na região dorsal do
animal, utilizando seringa de insulina.

Os animais de cada grupo foram pesados a cada 2 dias e o tumor

mensurado diariamente para realização das curvas de ganho de peso e de

crescimento tumoral, respectivamente.

No 10° dia do experimento, os animals foram anestesiados com xilazina

e cetamina e sacrificados por exsangüinação.
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Análise bioquímica: O sangue foi coletado, 24 horas após a última dose de

CsA, em tubos de 3ml contendo EDTA e o material armazenado a 4°C até a

determinação do seu nível sanguíneo, através de anticorpo monoclonal por

iluminescência polarizada utilizando o aparelho m-TDX (Abbott).

Análise histológica: Todos os animais sacrificados foram necropsiados para

análise macroscópica e pesquisa de metástases no fígado, baço, pulmão. Os

órgãos com suspeita de metástase foram fixados em formol a 10%, incluídos

em parafina, cortados no micrótomo na espessura de4 a 6 |i, corados pela

técnica de hematoxilina-eosina e analisados em microscópica óptica. Os

parâmetros analisados foram a infiltração de pequenas células neoplásicas

indiferenciadas (NIPC), a necrose tecidual, a infiltração de células

granulocíticas e as áreas de hemorragia. Cada parâmetro foi avaliado por um

observador não cego e quantificado como leve (+), moderado (++) ou intenso

(+++).
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Figura 17. Todas as drogas utilizadas no estudo foram administradas por via oral

através de pipetas automáticas de 20, 100 e 200 ^il.

I
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2. 2. Avaliação do efeito da associação de Rapamicina com Ciclosporina
microemulsão ou Micofenolato mofetil sobre o crescimento tumoral e

formação de metástases, em animais inoculados com carcinossarcoma
256 de Walker.

Trinta e cinco ratos Wistar machos, com 4 a 8 semanas de vida,

pesando entre 97 e 162 g, foram divididos aleatoriamente em 3 grupos de 9

ratos cada e um grupo de 8 ratos, de acordo com o esquema imunossupressor
recebido:

G1 (n=8, Cont): água mineral administrada por via oral;

G2 (n=9, Rapa): Rapa, na dose de 1,5mg/kg/dia, administrada por via oral;

G3 (n=9, CsA + Rapa): CsA microemulsão, na dose de 10mg/kg/dia, e Rapa,

na dose de 1,5mg/kg/dia, administradas por via oral;

G4 (n=9, MMF + Rapa): MMF, na dose de 10mg/kg/dia, diluído em água

destilada e Rapa, na dose de 1,5mg/kg/dia, ambos administrados por via oral.

O esquema imunossupressor foi iniciado 24 horas antes do implante

tumoral. As drogas foram administradas por via oral utilizando pipetas
automáticas de 20, 100 e 200 ^il.

Após leve sedação com éter sulfúrico, todos os grupos de animais foram
inoculados com células da linhagem do carcinossarcoma 256 de Walker na
concentração de 1 x 106 células, por via subcutânea, na região dorsal do
animal, utilizando seringa de insulina.

Os animais de cada grupo foram pesados e o tumor mensurado a cada 2
dias para realização das curvas deganho de peso e de crescimento tumoral,
respectivamente.

No 10° dia do experimento, os animais foram anestesiados com xilazina
e cetamina e sacrificados por exsangüinação.
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Análise bioquímica: O sangue foi coletado, 24 horas após a última dose de

CsA, em tubos de 3ml contendo EDTA para determinação do seu nível

sanguíneo.

Devido à mortalidade elevada neste experimento, o protocolo foi repetido

com trinta e cinco animais pesando entre 107 e 163 g, que foram divididos

aleatoriamente em 3 grupos de 9 ratos cada e um grupo de 8 ratos, de acordo

com o mesmo esquema imunossupressor, já descrito

G1 (n=9, Cont); G2 (n=8, Rapa); G3 (n=9, CsA + Rapa); G4 (n=9,

Rapa).

+

O protocolo de avaliação foi o mesmo já descrito, exceto a curva de

crescimento tumoral, que foi realizada diariamente.

I
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2. 3. Avaliação do efeito da associação do Micofenolato mofetil com a

Ciclosporina microemulsão sobre o crescimento tumoral e formação de

metástases, em animais inoculados com carcinossarcoma 256 de Walker.

Vinte e quatro ratos Wistar machos, com 4 a 8 semanas de vida,

pesando entre 128 e 190 g, foram divididos aleatoriamente em 3 grupos de 10

ratos cada, de acordo com o esquema imunossupressor recebido:

G1 (n=7, Cont): água mineral administrada por via oral;

G2 (n=9, CsA): CsA microemulsão, na dose de 10mg/kg/dia

G3 (n=8: MMF + CsA): MMF, na dose de lOmg/kg/dia, diluído em água

destilada e CsA microemulsão, na dose de lOmg/kg/dia, ambos administrados

por via oral

O esquema imunossupressor foi iniciado 24 horas antes do implante

tumoral. As drogas foram administradas por via oral utilizando pipetas

automáticas de 20, 100 ^il.

Após leve sedação com éter etílico, todos os grupos de animais foram

inoculados com células da linhagem do carcinossarcoma 256 de Walker na

concentração de 1 x 106 células, por via subcutânea, na região dorsal do
animal, utilizando seringa de insulina.

Os animals de cada grupo foram pesados a cada 2 dias e o tumor

mensurado diariamente para realização das curvas de ganho de peso e de

crescimento tumoral, respectivamente.

No 10° dia do experimento, os animals foram anestesiados com xilazina

e cetamina e sacrificados por exsangüinação.

Análise bioquímica: O sangue foi coletado, 24 horas após a última dose de
CsA, em tubos de 3ml contendo EDTA para determinação do nível seu

sanguíneo.
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2. 4. Avaliação do efeito da Rapamicina e do Micofenolato Mofetil sobre a

regressão do carcinossarcoma 256 de Walker implantado na região
subcutânea de ratos Wistar.

Vinte e seis ratos Wistar machos, com 4 a 8 semanas de vida, pesando

entre 107 e 210 g, foram divididos aleatoriamente em 3 grupos, de acordo com

o esquema imunossupressor recebido:

G1 (n=7, Cont): água mineral administrada por via oral;

G2 (n=10, Rapa): Rapa, na dose de 1,5mg/kg/dia, administrada por via oral;

G3 (n=9, MMF): MMF, na dose de 10mg/kg/dia, diluído em água destilada e

administrado por via oral;

As drogas imunossupressoras foram iniciadas no 4° dia após o

implante tumoral e administradas durante 7 dias por via oral utilizando pipetas

automáticas de 20, 100 e 200 ^l.

Após leve sedação com éter sulfúrico, todos os grupos de animais foram

inoculados com células da linhagem do carcinossarcoma 256 de Walker na

concentração de 1 x 10 células, por via subcutânea, na região dorsal do
animal, utilizando seringa de insulina.

Os animais de cada grupo foram pesados a cada 2 dias e o tumor

mensurado diariamente para realização das curvas de ganho de peso e de

crescimento tumoral, respectivamente.

No 10° dia do experimento, os animais foram anestesiados com xilazina

e cetamina e sacrificados por exsangüinação.
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SEGUNDA ETAPA

"MODIFICAÇÃO NA TÉCNICA DE IMPLANTAÇÃO DO
CARCINOSSARCOMA DE WALKER, UTILIZANDO O

GRADIENTE DE FICOLL-HYPAQUE PARA ISOLAMENTO DAS

CÉLULAS TUMORAIS"
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1. PREPARAÇÃO DO INOCULO CELULAR

Os animals doadores de tumor foram anestesiados com xilazina e

ketamina e sacrificados por deslocamento cervical no 7° dia após implante
tumoral. A coxa direita foi dissecada, utilizando material esterilizado, e

fragmentos tumorais isentos de tecido necrótico foram retirados. Estes

fragmentos foram colocados em placa de Petri contendo solução de

gentamicina a 0,45% e Ringer com lactato na proporção de 1:10 e, em seguida,

triturados e homogeneizados. O material, uma vez filtrado, foi colocado em

tubos de 1 ml de Fisher contendo 0,2ml de Ficoll-Hypaque e centrifugado a

5.500 gpm durante 3 minutos. O anel de células localizado sobre o ficoll foi

retirado com pipeta Pasteur e colocado em novo tubo de Fisher e a solução de

gentamicina e Ringer com lactato foi acrescentada e, posteriormente,

centrifugada a 1.000 gpm durante 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e o

sedimento ressuspenso com a solução de gentamicina e Ringer corn lactato e

novamente centrifugada a 1.000 gpm durante 1 minuto. O sobrenadante foi

novamente descartado e o sedimento diluído com solução de gentamicina e

Ringer corn lactato e 1 gota da suspensão celular foi colocada em câmara de

Newbauer e corada com azul tripano para avaliar a viabilidade celular. A

suspensão foi ajustada para manter 1 X 106 células tumorais/ml. As figuras 18a
e 18b mostram as suspensões celulares tumoral obtidas com as duas técnicas,

sem e com gradiente de ficoll para a separação celular.
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Figura 18a. Esfregaço de células do carcinossarcoma 256 de Walker coradas com

hematoxilina e eosina: suspensão celular obtida a partir de tecido tumoral

fragmentado, homogeneizado em solução de ringer com lactato e gentamicina e

filtrado (aumento de 400X e 1000X, respectivamente).
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Figura 18b. Esfregaço de células do carcinossarcoma 256 de Walker coradas com
hematoxilina e eosina: suspensão celular obtida a partir de tecido tumoral
fragmentado, homogeneizado em solução de ringer com lactato e gentamicina,
filtrado e centrifugado em gradiente de fícoll-hypaque (aumento de 400X e 1000X,
respectivamente);
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2. PROTOCOLOS

2. 1. Comparação da curva de crescimento tumoral do carcinossarcoma
256 de Walker, utilizando ou não o gradiente de Ficoll-Hypaque para
isolamento das células tumorais antes da implantação em animais.

Vinte ratos Wistar machos, com 4 a 6 semanas de vida, pesando entre

124 e 180 g, foram divididos aleatoriamente em 2 grupos de 10 ratos cada, de
acordo com a técnica de preparação da célula tumoral utilizada:

G1 (n=10): sem gradiente de fícoll;

G2 (n=10): com gradiente de ficoll.

Após leve sedação com éter sulfúrico, todos os grupos de animais foram
inoculados com células da linhagem do tumor de Walker na concentração de 1
x 106 células, por via subcutânea, na região dorsal do animal, utilizando seringa
de insulina.

Os animals de cada grupQ foram pesados a cada 3 dias e o tumor
mensurado diariamente para realização das curvas de ganho de peso e de
crescimento tumoral, respectivamente.

No 10° dia do experimento, os animais foram anestesiados com xilazina
e cetamina e sacrificados por exsangüinação.

Análise histológica: Todos os animais sacrificados foram necropsiados para
análise macroscópica e pesquisa de metástases no fígado, baço, pulmão. Os
órgãos com suspeita de metástase foram fixados em formol a 10%, incluídos
em parafina, cortados no micrótomo na espessura de4 a 6 p,, corados pela
técnica de hematoxilina-eosina e analisados em microscópica óptica. Os

parâmetros analisados foram a infiltração de pequenas células neoplásicas
indiferenciadas (NIPC), a necrose tecidual, a infiltração de células
granulocíticas e as áreas de hemorragia. Cada parâmetro foi avaliado por um
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observador não cego e quantificado como leve (+), moderado (++) ou intenso
(+++).

2. 2. Avaliação do efeito do Rapamicina na regressão do carcinossarcoma
256 de Walker, em modelo animal empregando células tumorais isoladas

com gradiente de Ficoll-Hypaque.

Vinte ratos Wistar machos, com 4 a 6 semanas de vida, pesando entre
90 e 160g, foram divididos aleatoriamente em 2 grupos de 10 ratos cada, de
acordo com o esquema imunossupressor recebido:

G1 (n=10, Cont): azeite de oliva administrado por via oral;

G2 (n=10, Rapa) Rapa na dose de 1,5mg/kg/dia e administrada por via oral.

O esquema imunossupressor foi iniciado no 4° dia após o implante
tumoral. As drogas foram administradas por via oral utilizando pipetas

automáticas de 20, 100 e 200 [i\.

Após leve sedação com éter sulfúrico, todos os grupos de animais foram
inoculados com células da linhagem do tumor de Walker na concentração de 1
x 10 células, por via subcutânea, na região dorsal do animal, utilizando seringa
de insulina.

Os animais de cada grupo foram pesados a cada 2 dias e o tumor

mensurado diariamente para realização das curvas de ganho de peso e de
crescimento tumoral, respectivamente.

No 14° dia do experimento, os animais foram anestesiados com xilazina
e cetamina e sacrificados por exsangüinação.
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ANÁLISES ESTATÍSTICAS

Os valores foram expressos como média ± desvio padrão. As análises

estatísticas foram realizadas utilizando o programa de computação SPSS Data

Editor software (SPSS for Windows software). Os resultados foram

considerados significativos quando p<0.05. Foi verificado a normalidade dos

dados e na hipótese de não normalidade, foi realizada a transformação destes

dados. Para comparação dos grupos foi empregado o teste ANOVA para

modelos multivariados e para modelos com análise de medidas repetidas ao

longo do tempo para comparação dois grupos foi utilizado o teste de Tukey.
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Figura 19a. Esquemas dos protocolos de estudos da primeira fase
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Figura 19b. Esquema do protocolo da segunda fase utilizando a técnica de Ficoll-
Hypaque para isolamento das células tumorais
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PRIMEIRA ETAPA

"Avaliação do efeito das drogas imunossupressoras sobre o

crescimento tumoral e formação de metástases ou a regressão,

em animais inoculados com células do carcinossarcoma 256

de Walker".
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2. 1. Avaliação do efeito das drogas imunossupressoras, usadas

isoladamente, sobre o crescimento tumoral e formação de metástases,

em animais inoculados com carcinossarcoma 256 de Walker.

Grupos experimentais: Grupo 1 (G1), n=10: Controle - Cont, água mineral

administrada por via oral; Grupo 2 (G2), n=10: Rapamicina - Rapa, na dose de

1,5 mg/kg/dia, administrada por via oral; Grupo 3 (G3), n=10: Ciclosporina

microemulsão - CsA, na dose de 10mg/kg/dia, administrada por via oral; Grupo

4 (G4), n=10: Micofenolato Mofetil - MMF, na dose de 10 mg/kg/dia, diluído em

água destilada e administrado por via oral.

Todos os animals inoculados com células tumorais desenvolveram tumor

e sobreviveram até o final do experimento.

No 10° dia do experimento, o volume tumoral foi significativamente

menor nos animais tratados com Rapa (6,8 ± 2,7 cm3, p<0,001, figura 22b) e

MMF (10,3 ± 2,8 cm3, p<0,05, figura 21) quando comparados com o grupo

controle (14,9 ± 4,2 cm3; tabelas 1, 2, 4 e figura 20). Embora o volume tumoral

fosse menor nos animais tratados com Rapa quando comparado com aqueles

tratados com MMF, esta diferença não foi significativa (p=0,094). O volume

tumoral foi significativamente maior nos animais do grupo da CsA (13,9 ± 3,0

cm3, figura 22a) do que naqueles do grupo Rapa (6,8 ± 2,7 cm3; p<0,0001),

porém não diferiu do grupo controle (14,9 ± 4,2 cm3, p=0,891) nem do grupo
MMF (10,3 ± 2,8 cm3; p=0,0789, tabela 3, figura 20).

Os animais foram sacrificados no 10° dia após o implante tumoral. Não

foi detectada metástase tumoral em nenhum rato. O tumor foi dissecado e

pesado.

0 peso do tumor foi significativamente menor nos animais tratados com

Rapa (3,7 ± 1,23 g) ou com MMF (5,2 ± 2,0 g) do que naqueles tratados com

CsA (8,8 ± 2,1 g) ou com água destilada (7,3 ± 2,0 g, p < 0,001, tabela 5).
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l A inibição do crescimento tumoral foi de 49,3%, em média, no grupo da

Rapa e de 28,2%, no grupo MMF. Nos animais tratados com CsA houve um

crescimento tumoral médio de 20,5%; o peso do tumor neste grupo não

apresentou diferença significativa quando comparado ao do grupo controle

(p=0,288, figuras 23 e 24).

A análise histológica evidenciou a presença de neoplasia indiferenciada

de pequenas células (NIPC) em todos os grupos, com células de aspecto

denso ou pseudonucleado, conforme mostrado nas figuras 25a e 25b,

respectivamente. Infiltração leve (+) foi observada em 50% dos animais do

grupo CsA, em 55,6% do grupo MMF, em 77,8% do grupo Rapa, em 55,6% do

grupo controle, enquanto que infiltração intensa somente foi detectada nos

animais do grupo controle (22,2%). Necrose tumoral ocorreu em todos os

grupos, sendo intensa em 33,3% do grupo CsA, em 44,4% do grupo MMF, em

22,2% do grupo controle; moderada em 55,6% dos animais dos grupos CsA e

MMF, em 77,8% do grupo Rapa e em 66,7% do grupo controle (Figura 25c).

Exsudato granulocítico moderado ou leve foi observado em todos os grupos;

áreas de hemorragia leve ou moderada foram evidenciadas em 88,9% do

grupo MMF, em 44,4% do grupo Rapa e em 55,5% do grupo controle (Figura
25d, tabela 6).

O nível médio de ciclosporina, dosada no sangue total em 4 animais

mostrou níveis de 307,9 ± 142,3 ng/ml.

0 peso corporal dos animais foi semelhante nos quatro grupos (Cont,

141,3 ± 19,0 g; Rapa, 139,3 ± 16,3 g; CsA, 146,7 ± 21,8 g; MMF, 145,7 ± 26,9
g). Todos os animais ganharam peso ao longo do estudo, não havendo

diferença entre eles ao final do experimento (Cont, 152,1 ± 22,8 g; Rapa, 146,4

±19,8 g; CsA, 159,4 ±19,9 g; MMF, 158,9+21,5 g; p= 0,085, tabela 7 , figura

26).
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,3Tabela 1. Crescimento tumoral*, expresso em cm", em animais inoculados com

carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com água mineral por via oral,

iniciada 24 horas antes da inoculação tumoral.

Ratos

R1

D4 D5 D6

0,00 0,00 0,41

D7

1,90

D8

5,51

D10

16,

R2 0,00 0,04 0,41 1,57 4,63 9,1

R3 0,00 0,03 0,27 1,52 6,35 23,9

R4 0,00 0,0025 0,22 2,46 3,79 18,4

R5 0,00 0,04 0,17 1,10 1,67 15,4

R6 0,00 0,02 0,16 1,15 5,81 15,4

R7 0,00 0,09 0,11 1,47 4,00 14,4

R8 0,00 0,20 0,67 2,36 3,79 12,2

R9 0,00 0,08 0,13 1,80 2,75 10,9

R10 0,00 0,20 0,49 1,91 3,89 12,5

Média 0,00 0,07 0,30 1,72 4,22 14,89

DP 0,00 0,07 0,18 0,46 1,42 4,22

EMP 0,00 0,03 0,08 0,19 0,47 1,72

* Volume tumoral (cm ) =

Dm = Diâmetro maior, d

padrão, D = dia.

(Dm x d-i)/2

diâmetro menor, DP = desvio padrão, EMP= erro médio
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Tabela 2. Crescimento tumoral*, expresso em cm3, em animais inoculados com
carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com Rapamicina, na dose de

1,5mg/kg/dia por via oral, iniciada 24 horas antes da inoculação tumoral.

Ratos

R1

D4

0,00

D5

0,00

D6

0,08

D7

1,27

D8

2,60

D10

6,35

R2 0,00 0,00 0,00 0,45 1,44 6,61

R3 0,00 0,00 0,05 0,75 2,46 8,06

R4 0,00 0,00 0,04 0,32 0,60 2,03

R5 0,00 0,00 0,13 0,32 0,94 4,20

R6 0,00 0,00 0,14 0,94 2,46 5,32

R7 0,00 0,00 0,08 0,70 1,27 11,80

R8 0,00 0,00 0,45 0,57 1,80 8,75

R9 0,00 0,02 0,22 0,75 3,61 7,81

R10 0,00 0,01 0,29 0,65 0,94 7,14

Média 0,00 0,002 0,15 0,67 1,81 6,81

DP 0,00 0,006 0,14 0,29 0,95 2,66

EMP 0,00 0,002 0,06 0,12 0,32 1,08

*Volume tumoral (cm ) =

Dm = Diâmetro maior, d

padrão, D = dia.

(Dm x d2)/2

diâmetro menor, DP = desvio padrão, EMP= erro médio
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Tabela 3. Crescimento tumoral*, expresso em cm3, em animais inoculados com
carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com Ciclosporina microemulsão,

na dose de 10 mg/kg/dia por via oral, iniciada 24 horas antes da inoculação

tumoral.

Ratos

R1

D4

0,00

D5

0,08

D6

0,51

D7

3,24

D8

8,13

D10

20,0

R2 0,00 0,02 1,96 3,73 6,29 15,3

R3 0,02 0,10 0,67 1,47 5,07 11,7

R4 0,00 0,04 0,60 2,43 3,97 13,5

R5 0,01 0,08 0,32 1,15 4,80 14,3

R6 0,00 0,00 0,32 0,79 6,29 12,2

R7 0,00 0,00 0,25 1,27 4,60 9,4

R8 0,00 0,00 0,60 1,18 5,57 11,8

R9 0,00 0,00 0,22 1,08 5,00 16,4

R10 0,00 0,08 ' 0,38 3,61 3,08 14,0

Média 0,003 0,04 0,58 2,00 5,28 13,86

DP 0,007 0,04 0,51 1,15 1,40 2,96

EMP 0,003 0,02 0,21 0,47 0,47 1,20

* Volume tumoral (cm3) =

Dm = Diâmetro maior, d

padrão, D = dia.

(Dm x d2)/2

diâmetro menor, DP desvio padrão, EMP= erro médio
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Tabela 4. Crescimento tumoral*, expresso em cm3, em animais inoculados com
carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com Micofenolato Mofetil, na dose

de 10 mg/kg/dia por via oral, iniciado 24 horas antes da inoculação tumoral.

Ratos

R1

D4

0,00

D5

0,03

D6

0,36

D7

0,86

D8

2,60

D10

9,69

R2 0,00 0,05 0,55 0,67 2,18 9,46

R3 0,02 0,13 0,65 2,43 2,89 11,00

R4 0,00 0,13 0,50 1,91 2,43 15,90

R5 0,00 0,00 0,08 0,13 2,03 4,80

R6 0,00 0,04 0,32 0,85 4,20 10,90

R7 0,00 0,00 0,13 0,50 1,08 11,80

R8 0,00 0,13 0,22 1,08 1,47 11,00

R9 0,00 0,14 0,94 1,08 2,43 10,10

R10 0,00 0,05 0,22 1,09 1,27 8,06

Média 0,002 0,07 0,40 1,06 2,26 10,27

DP 0,006 0,06 0,27 0,67 0,91 2,82

EMP 0,003 0,02 0,11 0,27 0,30 1,15

* Volume tumoral (cm ) =

Dm = Diâmetro maior, d

padrão, D = dia.

(Dm x d2)/2

diâmetro menor, DP = desvio padrão, EMP= erro médio
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Figura 20. Crescimento tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma

256 de Walker e tratados com água mineral (Cont, n=10), Rapamicina (Rapa,

n=10), Ciclosporina microemutsão (CsA, n=10) ou Micofenolato Mofetil (MMF,

n=10), administrados por via oral e iniciados 24 horas antes da inoculação

tumoral. (a) p<0,05 Rapa comparado ao controle; (b) p<0,05 Rapa comparado

ao MMF; (c) p<0,05 Rapa comparado à CsA; (d) p<0,05 MMF comparado à

CsA; (e) p<0,0001 Rapa comparado ao controle; (f) p<0,0001 MMF comparado

ao controle; (g) p<0,0001 Rapa comparado à CsA; (h) p<0,0001 MMF

comparado à CsA; (i) p<0,05 MMF comparado ao controle.
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Tabela 5. Peso tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma 256 de

Walker e tratados com água mineral, Rapamicina, Ciclosporina Microemulsão

ou Micofenolato Mofetil administrados por via oral e iniciados 24 horas antes

da inoculação tumoral.

Cont CsARatos Rapa MMF

R1 8,0 6,0 11,0 3,5

R2 6,0 3,0 7,0 3,0

R3 10,0 4,0 12,0 5,5

R4 8,0 1,5 10,0 6,0

R5 5,0 3,0 7,0 2,0

R6 10,0 3,5 7,0 9,0

R7 4,0 4,0 7,5 5,5

R8 7,5 5,0 10,0 5,0

R9 6,0 3,0 10,0 7,0

R10 8,0 4,0 6,0 5,0

Média 7,30 3,70(a-b) 8,80 5,20(c-d)

DP 1,99 1,23 2,07 2,01

EMP 0,629 0,388 0,655 0,637

MMF = Micofenolato Mofetil, CsA = Ciclosporina microemulsão; Rapa = Rapamicina,

Cont = controle, g = grama, DP = desvio padrão, EM P = erro médio padrão; (a) p s

0,001 Rapa comparado ao controle; (b) ps0,001 Rapa comparado à CsA; (c) p^O.Oõ

MMF comparado ao controle; (d) pâ0,001 MMF comparado à CsA.
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Nícofenol

Figura 21. Rato Wistar AF macho com carcinossarcoma 256 de Walker

implantado na região subcutânea axilar direita e submetido a tratamento com

Micofenolato Mofetil, na dose de 1,5mg/kg/d, iniciado 24 horas antes do

implante tumoral e administrado durante 10 dias por via oral (foto no 10° dia).
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Figura 22. Rato Wistar AF macho com carcinossarcoma 256 de Walker
implantado na região subcutânea axilar direita e submetido a tratamento com:
a) Ciclosporina microemulsão, na dose de 10 mg/kg/d, iniciada 24 horas antes
do implante tumoral e administrada durante 10 dias por via oral; b) Rapamicina,
na dose de 1,5 mg/kg/d, iniciada 24 horas antes do implante tumoral e
administrada durante 10 dias por via oral (foto no 10° dia).
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Figura 23. Carcinossarcoma 256 de Walker dissecado da região subcutânea

da axila direita, em animais submetidos aos diversos tratamentos: Ciclosporina

microemulsão (CsA, 10mg/kg/d), Rapamicina (Rapa, 1,5mg/kg/d), Micofenolato

mofetil (MMF, 10mg/kg/d) ou água mineral (Cont), iniciados 24 horas antes do

implante tumoral e administrados durante 10 dias por via oral.
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Figura 24. Carcinossarcoma 256 de Walker dissecado da região subcutânea

da axila direita, em animais submetidos a tratamento com: a) Ciclosporina

microemulsão (CsA, 10mg/kg/d), b) água mineral (Cont, 100 ^il/d), c)

Rapamicina (Rapa, 1,5mg/kg/d), d) Micofenolato mofetil (MMF,

10mg/kg/d).Todas as drogas foram iniciados 24 horas antes do implante

tumoral e administradas durante 10 dias por via oral.
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Figura 25. Cortes histológicos de carcinossarcoma 256 de Walker, dissecado

da região subcutânea da axila direita de ratos Wistar, mostrando (a) a presença

de neoplasia indiferenciada de pequenas células com aspecto denso; (b)

pseudonucleado; (c) áreas de necrose, reabsorção, edema; (d) hemorragia

intersticial (aumento de 200 e 400X).
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Tabela 6. Análise histológica do tumor de Walker no 10° dia após o implante

em ratos Wistar tratados com água mineral, Ciclosporina microemulsão,

Micofenolato mofetil ou Rapamicina, todos iniciados 24 horas antes do implante

e administrados durante 10 dias.

Parâmetros

NIPC

ïontrole CsA MMF Rapa

(n=10) (n=10) (n=10) (n^10)

lleve 55,6% 50%'o 55,6%

Imoderado 22,2% 50%'o 44,4%

ntenso 22,2%

77,8%

22,2%

necrose

eve 11,1% 11,1%

Imoderado 66,7% 55,6% 55,6%

ntenso 22,2% I 33,3% I 44,4%

22,2%

77,8%

Exsudato

granulocítico

eve 88,9% 11,1% 44,4%

Imoderado 77,8% 55,6%

ntenso

88,9%

11,1%

Hemorragia

eve 44,4% 88,9%

Imoderado 11,1%

ntenso

44,4%

N 1 PC = neoplasia indiferenciada de pequenas células; CsA = Ciclosporina

microemulsão; MMF = Micofenolato mofetil; Rapa = Rapamicina
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Tabela 7. Peso corporal de animals inoculados corn carcinossarcoma 256 de

Walker e tratados com água mineral, Rapamicina, Ciclosporina microemulsão

ou Micofenolato Mofetil administrados por via oral e iniciados 24 horas antes

da inoculação tumoral.

Grupos D-1

Cont*

n=10

141,3

±

19,0

DO

147,7

±

20,8

D2

151,2

±

20,1

D4

144,3

±

20,1

D6

153,1

±

20,6

D8

153,4

±

21,5

D10

152,1

±

22,8

Rapa*

n=10

139,3

±

16,3

146,5

±

17,5

150,4

±

16,6

151,7

±

16,3

150,5

±

17,3

149,9

±

18,8

146,4

±

19,8

CsA*

n=10

146,7

±

21,8

147,9

±

20,0

157,3

±

19,3

150,4

±

19,9

157,7

±

18,9

159,0

±

18,3

159,4

±

19,9

MMF*

n=10

145,7

±

26,9

137,9

±

25,3

155,8

±

24,3

153,3

±

24,4

158,4

±

23,3

158,1

±

20,8

158,9

±

21,5

Valores expressos em gramas como média ± desvio padrão

Cont = controle (água destilada), CsA= Ciclosporina microemulsão

Rapa = Rapamicina, MMF = Micofenolato Mofetil, D = dia

* p = 0,885 entre os grupos ao longo do tempo
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Figura 26. Peso corporal de animais inoculados com carcinossarcoma 256 de

Walker, segundo o grupo de tratamento: água mineral (Cont, n=10),

Rapamicina (Rapa, n=10), Ciclosporina microemulsâo (CsA, n=10) ou

Micofenolato Mofetil (MMF, n=10), administrados por via oral e iniciados 24

horas antes da inoculação tumoral. Não houve diferença significativa entre os

grupos ao longo do experimento (p = 0,885)
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2. 2. Avaliação do efeito da associação de Rapamicina com Ciclosporina
microemulsão ou Micofenolato mofetil sobre o crescimento tumoral e

formação de metástases, em animais inoculados com carcinossarcoma

256 de Walker.

Grupos experimentais: G1 (n=8, Cont): água mineral administrada por
via oral; G2 (n=9, Rapa): Rapa, na dose de 1,5mg/kg/dia, administrada por via
oral; G3 (n=9, CsA + Rapa): CsA microemulsão, na dose de 10mg/kg/dia, e
Rapa, na dose de 1,5mg/kg/dia, administradas por via oral; G4 (n=9, MMF +
Rapa): MMF, na dose de 10mg/kg/dia, diluído em água destilada e Rapa, na
dose de 1,5mg/kg/dia, ambos administrados por via oral.

Nove ratos morreram ao longo do experimento: 3 do grupo CsA + Rapa,
nos dias 6, 7e 8; 3 ratos do grupo MMF + Rapa, nos dias 2, 5e6; e2 do grupo
controle, nos dias O e 4.

No 10° dia do experimento, o volume tumoral foi signjficativamente
menor nos animais tratados com Rapa isoladamente ou com a associação
Rapa + CsA ou MMF (Rapa, 1,5 ± 0,5 cm3; CsA + Rapa, 2,6 ± 0,5 cm3; MMF +
Rapa, 2,0 ± 1,1 cm3) quando comparados ao grupo controle (8,4 ± 2,1 cm3;
p<0,001, tabelas 8 a 11, figura 27).

Os animais foram sacrificados no 10° dia após o implante tumoral. Não
foi detectada metástase tumoral em nenhum animal. O tumor foi dissecado e

pesado. O peso tumoral foi significativamente menor nos animais tratados com
Rapa isolada ou associada com drogas imunossupressoras (Rapa, 3,06 ± 0,58
g; MMF + Rapa, 2,00 ± 0,63 g; CsA + Rapa, 3,17 ± 1,03 g) do que no grupo
controle (8,08 ± 1,69 g, p<0,0001, tabela 12).

A inibição do crescimento tumoral foi observada em todos os grupos
tratados, sendo de 62,1% no grupo Rapa, 75,2% no grupo MMF + Rapa e
60,8% no grupo CsA + Rapa.
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O nível médio de ciclosporina, dosada no sangue total em 4 animais, foi

de 446,93 ±166,97 ng/ml.

0 peso corporal dos animais foi semelhante nos quatro grupos (Cont,

121,3 + 13,0 g; Rapa, 121,7 ± 21,2 g; CsA + Rapa, 118,3 ± 18,1 g; MMF +

Rapa, 118,3 ± 11,9 g). Todos os animais ganharam peso ao longo do estudo,

não havendo diferença entre eles ao final do experimento (Cont, 146,0 ± 17,3

g; Rapa, 135,2 ± 22,0 g; CsA + Rapa, 127,3 ± 17,0 g; MMF + Rapa, 127,7 ±

16,6 g; p=0,0758, tabela 13, figura 28).
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Tabela 8. Crescimento tumoral*, expresso em cm3, em animais inoculados com
carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com água mineral por via oral,

iniciada 24 horas antes da inoculação tumoral.

Ratos

R1

D4

0,10

D6

0,35

D8

5,32

D10

10,57

R2 0,06 1,01 4,85 6,53

R3 0,18 0,57 6,91 10,0

R4 0,13 0,80 6,08 10,21

R5 0,20 0,90 1,90 5,81

R6 0,70 1,10 2,10 7,20

Média 0,23 0,79 4,53 8,39

DP 0,24 0,28 2,08 2,11

EMP 0,08 0,09 0,66 0,67

* Volume tumoral (cm3) = (Dm x dí!)/2
Dm = Diâmetro maior, d = diâmetro menor, DP = desvio padrão, EMP= erro médio

padrão, D = dia.
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Tabela 9. Crescimento tumoral*, expresso em cm , em animais inoculados com

carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com Rapamicina, na dose de

1,5mg/kg/dia, administrada por via oral e iniciada 24 horas antes da inoculação

tumoral.

Ratos

R1

D4

0,10

D6

1,67

D8

2,18

D10

2,92

R2 0,01 0,55 0,85 1,09

R3 0,05 0,45 1,18 1,76

R4 0,00 0,45 3,24 4,15

R5 0,00 1,03 3,08 5,81

R6 0,00 0,18 1,86 3,40

R7 0,04 0,32 1,22 2,43

R8 0,04 0,53 1,47 3,97

R9 0,03 0,20 0,86 2,987

Média 0,03 0,60 1,77 1,52

DP 0,03 0,47 0,90 0,48

EMP 0,01 0,15 0,28 0,16

*Volume tumoral (cm3) = (Dm x dz)/2

Dm = Diâmetro maior, d = diâmetro menor, DP = desvio padrão, EMP= erro médio

padrão, D = dia.

112
RESULTADOS



Tabela 10. Crescimento tumoral*, expresso em cm3, em animais inoculados

com carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com a associação

Ciclosporina microemulsão, na dose de 10mg/kg/dia, e Rapamicina,

1,5mg/kg/dia, administradas por via oral e iniciadas 24 horas antes da

inoculação tumoral.

Ratos D4 D6

R1 0,00 0,29

D8

2,60

D10

2,82

R2 0,01 0,41 1,35 2,60

R3 0,02 0,29 1,44 2,43

R4 0,00 0,41 1,57 3,43

R5 0,02 0,13 1,47 2,60

R6 0,02 0,25 1,37 1,91

Média 0,02 0,24 1,41 2,63

DP 0,00 0,14 0,73 0,50

EMP 0,009 0,04 0,23 0,16

* Volume tumoral (cm3) = (Dm x dz)/2

Dm = Diâmetro maior, d = diâmetro menor, DP = desvio padrão, EMP= erro médio

padrão, D = dia.
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Tabela 11. Crescimento tumoral*, expresso em cm3, em animais inoculados

com carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com a associação

Micofenolato Mofetil, na dose de 10mg/kg/dia, e Rapamicina, 1,5mg/kg/dia,

administrados por via oral e iniciados 24 horas antes da inoculação tumoral.

Ratos

R1

D4

0,00

D6

0,20

D8

0,73

D10

1,91

R2 0,11 0,85 2,46 3,08

R3 0,02 0,06 1,27 2,30

R4 0,11 0,55 2,43 3,24

R5 0,00 0,11 0,79 0,49

R6 0,00 0,11 1,35 1,27

Média 0,040 0,31 1,51 2,05

DP 0,055 0,32 0,77 1,06

EMP 0,017 0,10 0,24 0,34

* Volume tumoral (cm3) = (Dm x dz)/2

Dm = Diâmetro maior, d = diâmetro menor, DP = desvio padrão, EMP= erro médio

padrão, D = dia.
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Figura 27. Crescimento tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma
256 de Walker, segundo o grupo de tratamento: água mineral (cont, n=6),
Rapamicina (Rapa, n=9), associação Rapamicina + Ciclosporina microemulsão
(CsA + Rapa, n=6) ou Micofenolato Mofetil (MMF + Rapa, n=6) , todos
administrados por via oral e iniciados 24 horas antes da inoculação tumoral. (a)
p<0,05 Rapa comparado ao controle; (b) p<0,05 CsA + Rapa comparado ao
controle; (c) p<0,05 MMF + Rapa comparado ao controle; (d) p^0,001 Rapa
comparado ao controle; (e) pá0,001 CsA + Rapa comparado ao controle; (f)

p^0,001 MMF + Rapa comparado ao controle.
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Tabela 12. Peso tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma 256 de

Walker, segundo o grupo de tratamento: água mineral, Rapamicina, associação

Rapamicina + Ciclosporina microemulsão ou Micofenolato Mofetil, todos

administrados por via oral e iniciados 24 horas antes da inoculação tumoral.

Cont CsA MMFRatos Rapa

Rapa Rapa

R1 6,5 3,0 3,5 2,0

R2 7,0 3,0 3,0 3,0

R3 11,0 2,5 3,0 2,0

R4 7,0 4,0 5,0 2,0

R5 9,0 3,5 2,5 1,0

R6 8,0 3,0 2,0 2,0

R7 3,5

R8 3,0

R9 2,0

Média 8,08 3,06 (a) 3,17(b) 2,OOW

DP 1,69 0,58 1,03 0,63

EMP 0,69 0,19 0,42 0,26

MMF = Micofenolato Mofetil; CsA = Ciclosporina microemulsão; Rapa = Rapamicina;

Cont = controle, g = grama, DP = desvio padrão; EM P = erro médio padrão; (a) p <

0,0001 Rapa comparado ao controle; (b) p < 0,0001 CsA + Rapa comparado ao

controle; (c) p<0,0001 MMF + Rapa comparado ao controle.
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Tabela 13. Peso corporal de animais inoculados com carcinossarcoma 256 de

Walker, segundo o grupo de tratamento: água mineral, Rapamicina, associação
Rapamicina + Ciclosporina microemutsão ou Micofenolato Mofetil, todos
administrados por via oral e iniciados 24 horas antes da inoculação tumoral.

Grupos D-1

Cont*

n=6

121,3

±

13,0

DO

134,0

±

14,0

D2

126,6

±

12,0

D4

131,7

±

18,1

D6

141,5

±

17,9

D8

142,3

±

19,8

D10

146,0

±

17,3

Rapa*

17=9

121,7

±

21,2

137,4

±

20,6

128,6

±

18,5

133,4

±

19,1

136,0

±

19,7

131,7

±

19,9

135,2

±

22,0

CsA

+

Rapa*

í?=6

118,3

±

18,1

132,0

±

19,6

116,1

±

21,7

119,9

±

24,8

119,9

±

23,8

129,0

±

17,6

127,3

±

17,0

MMF

+

Rapa*

n=6

118,3

±

11,9

131,9

±

13,0

117,0

±

14,0

117,9

±

22,7

122,8

±

14,0

125,7

±

14,9

127,7

±

16,6

Valores expressos em gramas como média ± desvio padrão; Cont = controle (água

destilada), CsA = Ciclosporina microemulsão; Rapa = Rapamicina; MMF =
Micofenolato Mofetil; D = dia; * p = 0,0758 entre os grupos ao longo do experimento.
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Figura 28. Peso corporal de animais inoculados com carcinossarcoma 256 de
Walker, segundo o grupo de tratamento: água mineral (cont), Rapamicina
(Rapa), associação Rapamicina + Ciclosporina microemulsão (CsA + Rapa) ou
Micofenolato Mofetil (MMF + Rapa), todos administrados por via oral e iniciados
24 horas antes da inoculação tumoral. Não houve diferença significativa entre
os grupos ao longo do experimento (p=0,0758)
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Em virtude da expressiva mortalidade observada no experimento

anterior, o protocolo foi repetido com animais de maior peso, 9 ratos em

cada grupo, e o crescimento tumoral e o peso corporal foram mensurados

diariamente.

No 10° dia do experimento, o volume tumoral foi significativamente

menor nos animais tratados com Rapa isoladamente ou com a associação

Rapa + CsA ou MMF (Rapa, 3,8 ± 1,5 cm3; CsA + Rapa, 3,1 ± 1,2 cm3; MMF +

Rapa, 4,6 ± 2,7 cm3) quando comparados com o grupo controle (10,9 ± 3,8 cm3;
p<0,0001, tabelas 14 a 17 , figura 29).

Os animais foram sacrificados no 10° dia após o implante tumoral. Não

foi detectada metástase tumoral em nenhum animal. O tumor foi dissecado e

pesado. O peso tumoral foi significativamente menor nos animais tratados com

Rapa isoladamente ou associada a outros imunossupressores (Rapa, 3,50 ±

1,17 g; MMF + Rapa, 2,70 ± 1,06 g; CsA + Rapa, 2,30 ± 0,38 g) do que no

grupo controle (7,30 ±1,41 g, p<0,0001, tabela 18).

A inibição do crescimento tumoral foi observada em todos os grupos

tratados, sendo de 52,1% no grupo da Rapa, 63% no grupo MMF + Rapa e

68,5% no grupo CsA + Rapa.

O nível médio de ciclosporina, dosada no sangue total em 5 animais, foi

de 345,9 ±194,9 ng/ml.

0 peso corporal dos animais foi semelhante nos quatro grupos (Cont,

125,3 ± 12,1 g; Rapa, 128,0 ± 16,4 g; CsA + Rapa, 138,6 ± 11,5 g; MMF +

Rapa, 138,7 ± 14,5 g). Os animais ganharam peso ao longo do estudo, com

exceção daqueles do grupo CsA + Rapa, que apresentaram perda de peso no

final do experimento. Entretanto, a diferença entre os grupos não foi

significativa (Cont, 135,1 ± 23,0 g; Rapa, 145,8 ± 22,3 g; CsA + Rapa, 130,1 ±

17,0 g; MMF + Rapa, 138,7 ± 14,5 g; p=0,542, tabela 19, figura 30).
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Tabela 14. Crescimento tumoral*, expresso em cm3, em animais inoculados

com carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com água mineral por via oral,

iniciada 24 horas antes da inoculação tumoral.

Ratos

R1

vs

0,00

D6

0,32

D7

2,56

D8

5,29

D9

9,13

D10

12,50

R2
!?'

0,03 0,29 1,30 8,35 12,60 11,80

R3 0,01 0,11 1,01 4,33 5,00 6,05

R4 0,0135 0,20 2,43 6,78 10,10 17,90

R5 0,00 0,20 1,27 6,35 9,46 14,40

R6 0,00 0,03 1,35 5,00 9,80 7,99

R7 0,00 0,10 0,61 4,80 6,53 10,10

R8 0,00 0,13 1,91 4,80 5,73 6,88

R9 0,00 0,13 2,69 3,89 5,60 10,90

Média 0,006 0,17 1,68 5,51 8,22 10,95

DP 0,009 0,09 0,74 1,40 2,60 3,77

EMP 0,004 0,04 0,30 0,47 1,06 1,54

* Volume tumoral (cm ) =

Dm = Diâmetro maior, d

padrão, D = dia.

(Dm x dz)/2

diâmetro menor, DP = desvio padrão, EMP= erro médio

<
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Tabela 15. Crescimento tumoral*, expresso em cm3, em animais inoculados

com carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com Rapamicina, na dose de

1,5mg/kg/dia por via oral, iniciada 24 horas antes da inoculação tumoral.

Ratos

R1

D5

0,25

D6

0,41

D7

0,41

D8

2,03

D9

2,03

D10

4,40

R2 0,03 0,05 0,17 1,22 1,37 1,69

R3 0,41 0,60 0,38 2,25 3,61 5,51

R4 0,00 0,25 0,49 3,47 4,21 5,00

R5 0,00 0,11 0,41 2,25 3,18 4,51

R6 0,01 0,41 0,57 1,15 2,36 3,47

R7 0,00 0,14 0,67 1,69 3,08 3,97

R8 0,04 0,41 0,80 2,89 4,40 1,80

Média 0,092 0,30 0.49 2,12 3,03 3,79

DP 0,152 0,19 0.19 0,79 1,06 1,50

EMP 0,062 0,08 0,08 0,26 0,43 0,57

* Volume tumoral (cm3) = (Dm x d2)/2

Dm = Diâmetro maior, d = diâmetro menor, DP = desvio padrão, EMP= erro médio

padrão, D = dia.
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Tabela 16. Crescimento tumoral*, expresso em cm3, em animais inoculados
com carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com Ciclosporina

microemulsão, na dose de 10mg/kg/dia, e Rapamicina, 1,5mg/kg/dia, ambas

administradas por via oral e iniciadas 24 horas antes da inoculação tumoral.

Ratos

R1

D5

0,13

D6

0,45

D7 D8

0,73 0,91

D9

3,24

D10

5,00

R2 0,20 0,35 0,85 1,44 3,47 3,47

R3 0,00 0,20 0,41 0,48 2,25 2,25

R4 0,00 0,06 0,13 0,85 1,61 1,96

R5 0,00 0,08 0,22 0,73 2,25 2,25

R6 0,00 0,18 0,18 1,08 2,36 2,16

R7 0,00 0,00 0,29 0,54 2,82 2,16

R8 0,00 0,20 0,25 1,15 1,44 3,89

R9 0,00 0,32 1,27 2,69 4,87 4,80

Média 0,037 0,20 0,481 1,10 2,70 3,10

DP 0,075 0,15 0,39 0,67 1,06 1,21

EMP 0,031 0,0 0,16 0,22 0,43 0,50

* Volume tumoral (cm ) =

Dm = Diâmetro maior, d

padrão, D = dia.

(Dm x d2)/2

diâmetro menor, DP desvio padrão, EMP= erro médio

I
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Tabela 17. Crescimento tumoral*, expresso em cm3, em animais inoculados
com carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com Micofenolato Mofetil, na

dose de 10mg/kg/dia, e Rapamicina, 1,5mg/kg/dia, ambos administrados por

via oral e iniciados 24 horas antes da inoculação tumoral.

Ratos

R1

D4

0,00

D5

0,14

D6

0,38

D7

0,60

D8

2,25

D9

2,14

D10

3,61

R2 0,00 0,29 0,55 0,49 1,08 1,91 2,14

R3 0,00 0,25 1,08 0,75 2,43 3,56 4,00

R4 0,00 0,41 0,49 0,73 1,18 2,03 6,05

R5 0,00 0,17 0,29 0,79 1,69 2,56 3,79

R6 0,00 0,01 0,13 0,29 1,08 1,37 3,73

R7 0,00 0,20 0,94 0,85 2,36 3,56 11,30

R8 0,01 0,06 0,79 0,41 2,82 3,97 4,20

R9 0,01 0,04 0,60 0,60 1,35 2,43 2,60

Média 0,002 0,174 0,58 0,61 1,80 2,61 4,60

DP 0,004 0,130 0,31 0,19 0,67 0,89 2,74

EMP 0,002 0,053 0,13 0,08 0,22 0,36 1,12

*Volume tumoral (cm3) = (Dm x d^/2

Dm = Diâmetro maior, d = diâmetro menor, DP = desvio padrão, EMP= erro médio

padrão, D = dia.
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Figura 29. Crescimento tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma

256 de Walker, segundo o grupo de tratamento: água mineral (Cont, n=9),

Rapamicina (Rapa, n=8), associação Rapamicina + Ciclosporina microemulsão

(CsA + Rapa, n=9) ou Micofenolato Mofetil (MMF + Rapa, n=9) por via oral,

todos iniciados 24 horas antes da inoculação tumoral. (a) p<0,01 MMF + Rapa

comparado ao Cont; (b) p<0,001 MMF + Rapa comparado ao Cont; (c) p<0,05

MMF + Rapa comparado ao Rapa; (d) p<0,01 MMF + Rapa comparado ao CsA

+ Rapa; (e) p<0,0001 Rapa comparado ao Cont; (f) p<0,0001 CsA + Rapa

comparado ao cont; (g) p^0,0001 MMF+ Rapa comparado ao Cont.

124
RRSTTT.TAnnS



Tabela 18. Peso tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma 256 de

Walker, segundo o grupo de tratamento: água mineral, Rapamicina, associação

Rapamicina + Ciclosporina microemulsão ou Micofenolato Mofetil,

administrados por via oral, todos iniciados 24 horas antes da inoculação

tumoral.

CsACont MMF + RapaRatos Rapa

Rapa

R1 8,5 3,0 2,5 2,0

R2 9,0 3,0 2,5 1,0

R3 5,5 2,0 2,0 4,0

R4 8,0 5,0 2,0 4,0

R5 5,0 4,5 2,0 2,0

R6 7,0 4,0 2,0 2,5

R7 8,0 3,0 2,0 4,0

R8 7,5 2,0 3,0 2,5

R9 5,0 2,5

Média 7,30^ãT 3,50 2,30 2,70

DP 1,41 1,17 0,38 1,06

EMP 0,499 0,391 0,134 0,354

MMF = Micofenolato Mofetil; CsA = Ciclosporina microemulsão; Rapa = Rapamicina;

Cont = controle, g = grama, DP = desvio padrão; EMP = erro médio padrão; (a)

p<0,0001, controle comparado aos demaië grupos.

\
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Tabela 19. Peso corporal de animais inoculados com carcinossarcoma 256 de

Walker, segundo o grupo de tratamento: água mineral, Rapamicina, associação

Rapamicina + Ciclosporina microemulsão ou Micofenolato Mofetil, todos

administrados por via oral e iniciados 24 horas antes da inoculação tumoral.

Grupos D-1

Cont*

n=9

DO D2 D4 D6 D8

125,3

±

12,1

132,9

±

15,7

136,4

±

18,4

138,1

±

20,7

142,6

±

23,7

139,3

±

21,2

D10

135,1

±

23,0

Rapa*

n=8

128,0

±

16,4

138,0

±

20,1

144,1

±

21,3

143,8

±

22,7

149,4

±

23,4

146,2

±

20,6

145,8

±

22,3

CsA

+

Rapa*

n=9

138,6

±

11,5

144,6

±

14,9

147,4

±

13,3

144,8

±

14,2

147,7

±

17,3

135,6

±

16,3

130,1

±

13,8

MMF

+

Rapa*

n=9

138,7

±

14,5

143,7

±

17,6

151,2

±

20,2

150,0

±

18,7

153,9

±

21,2

151,2

±

20,3

149,2

±

23,2

Valores expressos em gramas como média ± desvio padrão; Cont = controle (água

destilada); CsA = Ciclosporina microemulsão; Rapa = Rapamicina; MMF =

Micofenolato Mofetil; D = dia; * p=0,542 entre os grupos ao longo do experimento.
<
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Figura 30. Peso corporal de animais inoculados com carcinossarcoma 256 de
Walker, segundo o grupo de tratamento: água mineral (cont, n=9), Rapamicina
(Rapa, n=8), associação Rapamicina + Ciclosporina microemulsão (CsA +
Rapa, n=9) ou Micofenolato Mofetil (MMF + Rapa, n=9), administrados por via
oral e iniciados 24 horas antes da inoculação tumoral. Não houve diferença

significativa entre os grupos ao longo do experimento (p=0,542).
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2. 3. Avaliação do efeito da associação de Micofenolato mofetil com

Ciclosporina microemulsão sobre o crescimento tumoral e formação de

metástases, em animais inoculados com carcinossarcoma 256 de Walker.

E

Grupos experimentais: G1 (n=7, Cont): água mineral administrada por

via oral; G2 (n=9, CsA): CsA microemulsão, na dose de 10mg/kg/dia; G3 (n=8:

MMF + CsA): MMF, na dose de 10mg/kg/dia, diluído em água destilada e CsA

microemulsão, na dose de 10mg/kg/dia, ambos administrados por via oral.

No 10° dia do experimento, o volume tumoral foi menor nos animais do

grupo CsA (18,3 + 3,4 cm3) quando comparados com os grupos CsA + MMF
(19,7 ± 3,7 cm3) e controle (19,1 ± 3,5 cm3), porém esta diferença não foi
significativa (p=0,435, tabelas 20 a 22, figura 31).

Os animais foram sacrificados no 10° dia após o implante tumoral. Não

foi detectada metástase tumoral em nenhum animal. O tumor foi dissecado e

pesado. O peso tumoral foi maior nos animais tratados com CsA (11,2 ± 2,1 g)

do que nos grupos CsA + MMF (9,86 ± 2,79 g) e controle (9,7 ± 3,1 g). Como

verificado em relação ao volume tumoral, a diferença entre os grupos não foi

significativa (p=0,457; tabela 23, figuras 32 e 33).

I
Houve um crescimento tumoral de 15,6% no grupo da CsA e de 1,5% no

grupo tratado com CsA + MMF (figura 34).

O nível médio de ciclosporina, dosada no sangue total em 4 animais de

cada grupo, foi de 48,3 ± 26,4 ng/ml no grupo CsA e de 51,0 ± 24,5 ng/ml no

grupo MMF + CsA.

0 peso corporal dos animals foi semelhante nos quatro grupos (Cont,

143,9 ± 22,6 g; CsA, 152,9 ± 13,9 g; CsA + MMF, 151,7 ± 18,5 g). Todos

ganharam peso ao longo do estudo, não havendo diferença entre eles ao final

do experimento (Cont, 172,4 ± 25,1 g; CsA, 179,5 + 14,6 g; CsA + MMF 175,6

± 23,7 g; p=0,989, tabela 24, figura 35).
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,3Tabela 20. Crescimento tumoral*, expresso em cm°, em animais inoculados
com carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com água mineral por via oral,
iniciada 24 horas antes da inoculação tumoral.

Ratos

R1

D4

0,0

D5

0,04

D6

2,56

D7

5,81

D8

11,3

D9

22,1

D10

22,1

R2 0,006 0,32 3,61 5,57 10,9 12,6 17,6

R3 0,0 0,13 3,79 7,14 11,7 14,3 16,3

R4 0,004 0,25 2,60 4,51 11,7 13,5 20,1

R5 0,0 0,01 0,05 0,41 7,2 10,1 14,0

R6 0,004 0,41 2,14 6,05 15,3 19,6 24,5

R7 0,0 0,008 0,41 3,24 4,8 13,5 19,1

Média 0,00 0,17 2,17 4,68 10,41 15,10 19,10

DP 0,00 0,16 1,45 2,25 3,42 4,21 3,54

EMP 0,00 0,06 0,55 0,85 1,29 1,59 1,34

*Volume tumoral (cm ) = (Dm x d )/2
Dm = Diâmetro maior, d = diâmetro menor, DP = desvio padrão, EMP= erro médio
padrão, D = dia.

I
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Tabela 21. Crescimento tumoral*, expresso em cm , em animais inoculados
com carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com Ciclosporina

microemulsão, na dose de 10 mg/kg/dia, administrada por via oral e iniciada

24 horas antes da inoculação tumorat.

Ratos

R1

D4

0,006

D5

0,55

D6

1,37

D7

4,2

D8

11,3

D9

15,3

D10

20,1

R2 0,004 0,75 1,96 7,26 13,0 19,5 22,1

R3 0,0 0,65 2,30 8,13 12,6 13,5 16,4

R4 0,008 2,05 2,75 9,06 14,0 16,4 23,9

R5 0,056 0,49 1,80 9,8 14,4 16,9 16,9

R6 0,004 0,49 1,57 8,44 15,4 16,9 17,9

R7 0,0 0,57 0,57 4,60 10,2 14,4 14,4

R8 0,0 0,14 0,45 6,08 8,13 10,6 19,1

R9 0,0 0,004 0,41 2,46 9,84 10,6 13,5

Média 0,01 0,63 1,46 6,67 12,10 14,90 18,26

DP 0,02 0,58 0,84 2,49 2,40 2,97 3,42

EMP 0,01 0,19 0,28 0,83 0,80 0,99 1,14

*Volume tumoral (cm3) = (Dm x d'')/2

Dm = Diâmetro maior, d = diâmetro menor, DP = desvio padrão, EMP= erro médio

padrão, D = dia.

I,
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Tabela 22. Crescimento tumoral*, expresso em cm , em animais inoculados

com carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com a associação

Ciclosporina microemulsão, na dose de 10mg/kg/dia, e Micofenolato

mofetil, 10 mg/kg/dia, administrados por via oral e iniciados 24 horas antes da

inoculação tumoral.

Ratos

R1

D4

0,01

D5

0,67

D6 D7

2,05 8,35

D8

11,3

D9

17,9

D10

22,1

R2 0,01 0,50 1,18 5,20 12,6 19,7 24,5

R3 0,01 0,36 2,75 8,06 10,9 19,6 15,8

R4 0,006 0,32 0,65 5,57 10,6 16,9 22,7

R5 0,0315 0,65 4,20 10,2 13,5 16,8 17,9

R6 0,004 0,75 1,30 8,13 8,4 13,5 17,3

R7 0,006 0,49 2,46 7,20 10,9 16,4 22,7

R8 0,0315 0,61 2,60 6,35 12,6 14,9 14,9

Média 0,01 0,54 2,15 7,38 11,36 16,96 19,74

DP 0,01 0,15 1,12 1,65 1,57 2,14 3,67

EMP 0,00 0,05 0,40 0,58 0,55 0,75 1,30

* Volume tumoral (cm ) =

Dm = Diâmetro maior, d

padrão, D = dia.

(Dm x d2)/2

diâmetro menor, DP = desvio padrão, EMP= erro médio
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Figura 31. Crescimento tumoral em animais inoculados com carcinossarconrfa
256 de Walker, segundo o grupo de tratamento: água mineral (Cont, n=7),
Ciclosporina microemulsão (CsA, n=9), associação Ciclosporina microemulsão
+ Micofenolato mofetil (CsA + MMF, n=8), administradas por via oral e iniciadas
24 horas antes da inoculação tumoral. Não houve diferença entre os grupos ao
longo do tempo (p=0,326).
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Tabela 23. Peso tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma 256 de

Walker, segundo o grupo de tratamento: água mineral, Ciclosporina

microemulsão, associação Ciclosporina + Micofenolato Mofetil, administrados

por via oral, iniciados 24 horas antes da inoculação tumoral.

Ratos

R1

Cont*

13,0

CsA

11,0

CsA+MMF*

(9)

9,0

R2 12,0 9,0 5,0

R3 9,0 10,0 14,0

R4 9,0 14,0 9,0

R5 7,0 12,0 10,0

R6 13,0 15,0 12,0

I

I;
t,

I;

R7 5,0 9,0 10,0

R8 11,0

R9 10,0

Média 9,71 11,22 9,86

DP 3,09 2,11 2,79

EM P 1,09 0,67 1,06

MMF = Micofenolato Mofetil; CsA = Ciclosporina microemutsão, Cont = controle, g

grama, DP = desvio padrão; EMP = erro médio padrão.

*Não houve diferença entre os grupos ao longo do tempo (p=0,457).
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Figura 32. Rato Wistar AF macho com carcinossarcoma 256 de Walker
implantado na região subcutânea axilar direita e submetido a tratamento com

água mineral, iniciada 24 horas antes do implante tumoral e administrada
durante 10 dias por via oral (foto no 10° dia).
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Figura 33. Rato Wistar AF macho com carcinossarcoma 256 de Walker
implantado na região subcutânea axilar direita e submetido a tratamento com a)
Ciclosporina microemulsâo, 10mg/kg/dia; b) Ciclosporina microemulsão
associada a Micofenolato mofétil, 10mg/kg/dia, todos iniciados 24 horas
antes do implante tumoral e administrados durante 10 dias por via oral (foto no
10° dia).
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Figura 34. Carcinossarcoma 256 de Walker dissecado da região subcutânea

da axila direita, em animais submetidos a tratamento com: a) água mineral; b)

Ciclosporina microemulsão (CsA, lOmg/kg/d); c) Ciclosporina microemulsão

associada a Micofenolato mofetil (MMF, 10mg/kg/d), todos iniciados 24 horas

antes do implante tumoral e administrados durante 10 dias por via oral.
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Tabela 24. Peso corporal de animais inoculados com carcinossarcoma 256 de

Walker, segundo o grupo de tratamento: água mineral, Ciclosporina

microemulsão, associação Ciclosporina + Micofenolato Mofetil, todos

administrados por via oral e iniciados 24 horas antes da inoculação tumoral.

Grupos D-1 D2

Cont*

n=7

149,6

±

22,0

154,9

±

25,8

D4

163,0

±

22,4

D6

158,0

±

25,7

D8

174,3

±

23,5

D10

176,4

±

25,3

CsA*

n=9

152,4

±

14,6

151,2

±

14,7

164,9

±

15,2

165,3

±

13,5

172,6

±

15,4

178,4

±

15,1

CsA

+

MMF*

n=8

154,3

±

19,9

150,9

±

20,8

164,6

±

20,3

163,1

±

20,1

173,5

±

22,8

175,8

±

26,2

Valores expressos em gramas como média ± desvio padrão; Cont = controle (água

destilada); CsA = Ciclosporina microemulsão; MMF = Micofenolato Mofetil; D = dia;

*Não houve diferença entre os grupos ao longo do tempo (p=0,118).

137
RESULTADOS



200
-sssss^

190

180

170
2 160
o

& 150
o
ü 140

130

120
P=0,118

110

100 ..IJ^:Ï^8ii3 s"%:-;:::?'':1'1'/ ' : '":S

D4^ ^^^^^^^^^^^^^D-1 D2

dias após o implante tumoral
SsêgSSSSSsVSSSSSai SssSSSsK'.SSK^SS.^^ '^.^ï^.siS

Figura 35. Peso corporal de animais inoculados com carcinossarcoma 256 de
Walker, segundo o grupo de tratamento: água mineral (cont, n=7), Ciclosporina
microemulsão (CsA, n=9), associação Ciclosporina microemulsão +
Micofenolato Mofetil (CsA + MMF, n=8), administrados por via oral e iniciados

24 horas antes da inoculação tumoral. Não houve diferença significativa entre

os grupos ao longo do experimento (p=0,118).
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2. 4. Avaliação do efeito do Rapamicina e do Micofenolato Mofetil sobre a

regressão do carcinossarcoma 256 de Walker implantado na região

subcutânea de ratos Wistar

Grupos experimentais: G1 (n=7, Cont): água mineral administrada por

via oral; G2 (n=10, Rapa): Rapa, na dose de 1,5mg/kg/dia, administrada por via

oral; G3 (n=9, MMF): MMF, na dose de lOmg/kg/dia, diluído em água destilada

e administrado por via oral.

Dois ratos do grupo controle morreram no início do experimento, nos

dias 5 e 6 após a implantação do tumor.

O tumor se desenvolveu em todos os animais, não havendo diferença no

volume tumoral entre os três grupos (Cont, 14,9 ± 7,4 cm3; Rapa, 13,2 + 3,2
cm3; MMF, 12,3 ± 5,5 cm3; p=0,831, tabelas 25 a 27, figuras 36, 37a, 37b, 38).

O tumor foi dissecado e pesado. Não houve diferença significativa no

peso tumoral entre os três grupos: Cont, 6,3 ± 3,2 g; Rapa, 5,2 ± 1,6 g; MMF,

6,9 ± 2,4 g (p = 0,229, tabela 28, figura 39).

0 peso corporal dos animals foi semelhante nos três grupos (Cont, 177,3

±28,0 g; Rapa, 162,6 ±26,7 g; MMF, 153,7 ±25,1 g). Todos ganharam peso ao

longo do estudo, não havendo diferença entre eles ao final do experimento

(Cont, 188,1 ± 18,0 g; Rapa, 169,6 ± 24,8 g; MMF, 166,9 ± 26,2 g; p=0,138,

tabela 29, figura 40).
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Tabela 25. Crescimento tumoral*, expresso em cm , em animais inoculados

com carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com água mineral por via oral,

iniciada no 4° dia após a inoculação tumoral e administrada durante 7 dias.

Ratos

R1

D4

0,04

D5

0,79

D6

4,0

D7

7,8

D8

11,4

D9

25,3

D10

23,9

R2 0,196 1,47 10,2 10,9 14,4 19,1 19,1

R3 0,0 0,0 0,0 0,02 0,6 2,6 5,2

R4 0,006 0,01 0,73 1,47 7,2 9,46 17,4

R5 0,004 0,25 1,18 1,47 9,13 14,9 20,2

R6 0,004 0,02 0,02 0,17 1,37 2,03 4,8

R7 0,004 0,13 0,5 0,67 5,57 7,78 13,5

Média 0,036 0,38 2,38 3,22 7,10 11,60 14,87

DP 0,072 0,55 3,71 4,32 5,06 8,63 7,43

EMP 0,027 0,21 1,40 1,63 1,91 3,26 2,81

* Volume tumoral (cm3) = (Dm x dz)/2

Dm = Diâmetro maior, d = diâmetro menor, DP = desvio padrão, EMP= erro médio

padrão, D = dia.
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Tabela 26. Crescimento tumoral*, expresso em cm3, em animais inoculados

com carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com Rapamicina, na dose de

1,5mg/kg/dia por via oral, iniciada no 4° dia após a inoculação tumoral e

administrada durante 7 dias.

Ratos

R1

D4 D5

0,004 0,45

D6

2,60

D7

4,20

D8

13,5

D9

12,0

D10

17,6

R2 0,004 0,45 1,08 2,14 5,81 8,79 12,6

R3 0,006 0,41 1,47 2,36 11,4 17,4 15,8

R4 0,004 0,22 1,08 1,91 5,07 8,44 12,6

R5 0,000 0,20 1,57 2,30 9,80 9,80 13,0

R6 0,018 0,08 0,86 2,92 9,84 10,6 11,3

R7 0,004 0,55 2,46 4,05 10,6 10,8 10,8

R8 0,004 0,32 2,30 3,40 6,29 9,84 11,7

R9 0,004 0,00 0,05 0,14 1,03 5,81 7,74

R10 0,004 0,03 1,80 2,56 4,80 9,80 18,4

Média 0,0052 0,27 1,53 2,60 7,81 10,33 13,15

DP 0,0047 0,19 0,80 1,17 3,80 2,99 3,23

EMP 0,0015 0,06 0,25 0,37 1,20 0,94 1,03

* Volume tumoral (cm ) =

Dm = Diâmetro maior, d

padrão, D = dia.

(Dm x dz)/2

= diâmetro menor, DP = desvio padrão, EMP= erro médio
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Tabela 27. Crescimento tumoral*, expresso em cm3, em animais inoculados
com carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com Micofenolato Mofetil, na

dose de 10mg/kg/dia por via oral, iniciado no 4° dia após a inoculação tumoral

e administrado durante 7 dias.

Ratos

R1

D4

0,00

D5

0,08

D6

0,09

D7

2,75

D8

6,61

D10

13,00

R2 0,00 0,04 0,94 2,03 9,80 17,30

R3 0,00 0,04 0,85 1,52 9,22 17,90

R4 0,01 0,03 0,13 1,08 5,51 11,20

R5 0,00 0,00 0,01 0,11 0,94 4,33

R6 0,00 0,01 0,01 1,47 5,32 20,20

R7 0,00 0,04 0,65 1,01 6,53 10,90

R8 0,00 0,02 0,55 2,18 6,53 11,20

R9 0,00 0,01 0,95 1,00 4,85 5,00

Média 0,0024 0,03 0,46 1,46 6,15 12,34

DP 0,0024 0,024 0,41 0,78 2,58 5,48

EM P 0,0008 0,008 0,14 0,26 0,86 1,83

* Volume tumoral (cm )

Dm = Diâmetro maior, d

padrão, D = dia.

(Dm x dz)/2

= diâmetro menor, DP desvio padrão, EMP= erro médio
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Figura 36. Crescimento tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma

256 de Walker, segundo o grupo de tratamento: água mineral (cont, n=7),

Rapamicina (Rapa, n=10), Micofenolato Mofetil (MMF, n=9), iniciados no 4° dia

após a inoculação tumoral e administrados por via oral durante 7 dias. Não

houve diferença significativa entre os grupos ao longo do experimento.
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Tabela 28. Peso tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma 256 de

Walker e tratados com água mineral, Rapamicina ou Micofenolato Mofetil,

iniciados no 4° dia após a inoculação tumoral e administrados por via oral

durante 7 dias.

Ratos

R1

Cont*

ffÁ

11

Rapa

WfÁ

5

MMF*

WfÁ

8

R2 3 7 9

R3 6 7 7

R4 9 5 7

R5 3 3 3

R6 -6 5 11

R7 7 5

R8 4 7

R9 3 5

R10 6

Média 6,33 5,20 6,89

DP 3,20 1,55 2,37

EM P 1,31 0,49 0,79

MMF = Micofenolato Mofetil; Rapa = Rapamicina, Cont = controle g = grama, DP =

desvio padrão, EM P = erro médio padrão

Não houve diferença significativa entre os grupos ao longo do experimento

(p=0,229).

*
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Figura 37. Rato Wistar AF macho com carcinossarcoma 256 de Walker
implantado na região subcutânea axilar direita e submetido a tratamento com:
a) água mineral; b) Rapamicina, na dose de 1,5mg/kg/dia, ambas iniciadas no
4° dia após o implante tumoral e administradas durante 7 dias por via oral (foto
no 10° dia).
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Figura 38. Rato Wistar AF macho com carcinossarcoma 256 de Walker
implantado na região subcutânea axilar direita e submetido a tratamento com
Micofenolato Mofetil, na dose de 10mg/kg/d, iniciado no 4° dia após o implante
tumoral e administrado durante 7 dias por via oral (foto no 10od dia).
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Figura 39 Carcinossarcoma 256 de Walker dissecado da região subcutânea da

axila direita, em animais submetidos a tratamento com: a) água mineral; b)

Rapamicina, 1,5mg/kg/d; c) Micofenolato mofetil, 10mg/kg/d, todos iniciados no

4° dia após o implante tumoral e administrados durante 7 dias por via oral.
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Tabela 29. Peso corporal de animais inoculados com carcinossarcoma 256 de

Walker e tratados com água mineral, Rapamicina ou Micofenolato Mofetil,

iniciados no 4° dia após a inoculação tumoral e administrados por via oral

durante 7 dias.

Grupos

Cont*

n=7

DO

177,3

±

28,0

D2

176,9

±

22,7

D4

193,3

±

21,7

D6

189,9

±

21,2

D8

190,3

±

18,3

D10

188,1

±

18,0

Rapa*

n=10

162,6

±

26,7

164,3

±

21,5

174,5

±

22,9

171,5

±

24,9

167,9

±

26,5

169,6

±

24,8

MMF*

n=9

153,7

±

25,1

158,8

±

24,1

158,0

±

33,1

165,4

±

25,4

164,7

±

24,1

166,9

±

26,2

Valores expressos em gramas como média ± desvio padrão; Cont = controle (água

destilada), Rapa = Rapamicina; MMF = Micofenolato Mofetil; D = dia;

* Não houve diferença significativa entre os grupos ao longo do experimento

(p=0,138).
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Figura 40. Peso corporal de animais inoculados com carcinossarcoma 256 de

Walker, segundo o grupo de tratamento: água mineral (cont), Rapamicina

(Rapa), Micofenolato Mofetil (MMF), todos iniciados no 4° dia após a

inoculação tumoral e administrados por via oral durante 7 dias. * Não houve

diferença significativa entre os grupos ao longo do experimento (p=0,138).
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SEGUNDA PARTE

"MODIFICAÇÃO NA TÉCNICA DE IMPLANTAÇÃO DO
CARCINOSSARCOMA DE WALKER, UTILIZANDO O
GRADIENTE DE FICOLL-HYPAQUE PARA ISOLAMENTO DAS
CÉLULAS TUMORAIS"

l
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2. 1. Comparação da curva de crescimento tumoral do carcinossarcoma

256 de Walker, utilizando ou não o gradiente de Ficoll-Hypaque para
isolamento das células tumorais antes da implantação em animais.

E
Grupos experimentais: G1 (n=10): sem gradiente de ficoll; G2 (n=10):

com gradiente de ficoll.

O crescimento tumoral foi observado em todos os animais implantados,

independente da técnica utilizada. Não houve diferença significativa no volume

tumoral entre as duas técnicas ao longo do tempo (sem ficoll, 17,9 ± 3,8 cm ;
com ficoll, 17,2 ±4,4 cm3; p=0,190, figuras 41 e 42, tabelas 30 e 31).

O tumor foi dissecado e pesado (figura 43). Não houve diferença

significativa no peso tumoral entre os dois grupos: sem ficoll, 7,0 ± 1,8 g; com

ficoll, 7,3 ± 2,8 g; (p = 0,569, tabela 32).

A análise histológica evidenciou padrões semelhantes de intensidade de
infiltração de células pequenas indiferenciadas e de necrose nos dois grupos.

Entretanto, exsudato granulocítico leve a moderado foi mais acentuado no

grupo com ficoll (100%) do que no grupo sem fícoll (80%) e hemorragia leve
(50%) a moderada (37,5%) foi observada somente no grupo com fícoll. (tabela

33)

0 peso corporal dos animais foi semelhante nos dois grupos (sem ficoll,
157,9 ± 19,5 g; com ficoll, 157,4 ± 17,5 g). Todos ganharam peso ao longo do
estudo, não havendo diferença entre eles ao final do experimento (sem ficoll,

176,4 ± 25,7 g; com ficoll, 177,9 ± 27,0 g; p=0,106, tabela 34, figura 44).

i
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Tabela 30. Crescimento tumoral*, expresso em cm3, em animais inoculados
com carcinossarcoma 256 de Walker, utilizando células tumorais isoladas sem

gradiente de Ficoll-Hypaque.

Ratos

R1

D4

0,004

D5

0,41

D6

2,6

D7

3,8

D8

6,6

D9

13

D10

19,1
R2 o 0,006 0,5 1,6 3,2 10,9 12,6

R3 o 0,006 1,4 2,6 4,4 8,6 12,6

R4 o 0,2 2,5 1,8 4,2 14 23,1

R5 0,004 0,02 1,3 3,6 4 10,6 17,4

R6 o 0,04 0,6 2,9 3,2 6,6 16,2

R7 o 0,2 0,8 3,2 6,6 13,5 19,1
R8 o 0,4 0,9 2,3 4,2 14,4 18,5

R9 o o 2,9 4,5 5,5 14,9 23,9

R10 o 0,300 1,5 3,6 4,2 12,5 16,2

Média 0,0008 0,16 1,50 2,99 4,61 11,90 17,87

DP 0,0017 0,17 0,87 0,93 1,23 2,70 3,78

EMP 0,0005 0,05 0,28 0,29 0,39 0,85 1,19

* Volume tumoral (cm3) = (Dm x dz)/2

Dm = Diâmetro maior, d = diâmetro menor, DP = desvio padrão, EMP= erro médio

padrão, D = dia.
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Tabela 31. Crescimento tumoral*, expresso em cm3, em animais inoculados
com carcinossarcoma 256 de Walker, utilizando células tumorais isoladas com

gradiente de Ficoll-Hypaque.

Ratos

R1

D4

0,00

D5

0,13

D6

1,0

D7

4,6

D8

8,4

D9

13,0

D10

20,5

R2 0,06 0,4 2,8 3,7 10,6 8,4 18,9

R3 0,00 0,2 3,0 4,2 14,0 7,4 21,4

R4 0,04 0,3 0,4 1,3 4,6 6,6 10,2

R5 0,08 0,7 5,3 7,2 11,8 20,2 10,9

R6 0,00 0,006 1,0 4,0 6,4 7,2 21,4

R7 0,13 0,8 3,2 4,4 5,5 13,9 15,4

R8 0,00 0,006 0,6 0,6 4,6 8,8 20,2

R9 0,00 0,006 0,4 0,8 1,9 6,5 15,8

Média 0,03 0,28 1,97 3,42 7,53 10,22 17,19

DP 0,05 0,30 1,70 2,15 3,95 4,61 4,36

EMP 0,02 0,10 0,57 0,72 1,32 1,54 1,45

*Volume tumoral (cm3) = (Dm x dï)/2
Dm = Diâmetro maior, d = diâmetro menor, DP = desvio padrão, EMP= erro médio

padrão, D = dia.

I
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Figura 41. Crescimento tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma
256 de Walker, utilizando células tumorais isoladas com e sem gradiente de
Ficoll-Hypaque.* Não houve diferença significativa entre os dois grupos ao
longo do experimento (p=0,190).
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Tabela 32. Peso tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma 256 de

Walker, utilizando células tumorais isoladas com e sem gradiente de Ficoll-

Hypaque.

Ratos

R1

Com ficoll *

7,0

Sem ficoll *

(9)

7,0

R2 7,0 6,0

R3 14,0 7,0

R4 5,0 6,0

R5 7,0 7,0

R6 8,0 5,0

R7 4,0 6,0

R8 7,0 6,0

R9 7,0 11,0

R10 10,0 9,0

Média 7,30 7,00

DP 2,78 1,76

EMP 0,89 0,57

DP = desvio padrão, EMP = erro médio padrão

* Não houve diferença significativa entre os dois grupos ao longo do experimento

(p=0,569).
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Figura 42. Rato Wistar AF macho com carcinossarcoma 256 de Walker
implantado na região subcutânea axilar direita a partir de uma suspensão de
células tumorais isoladas (a) sem gradiente de ficoll; (b) com gradiente de ficoll
(foto no 10° dia).
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Figura 43. Carcinossarcoma 256 de Walker dissecado da região subcutânea
da axila direita, em animais inoculados com 1 ml suspensão contendo 1 X 106
células isoladas (a) sem gradiente de ficoll; (b) com gradiente de ficoll.
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Tabela 33. Análise histológica do tumor de Walker no 10° dia após o implante
em ratos Wistar, utilizando suspensão celular obtida com ou sem o gradiente
de Ficoll-Hypaque.

Parâmetros

NIPC loderado

lintenso

Sem ficoll

(n=10)

40%'o

Com ficoll

(n=10)

14%

50°/c'o 86%'o

10°/c'o

necrose Imoderado

lintenso

40%'o 37,5%

50%'o 50%'o

10%'o 12,5%

Exsudato granulocítico Imoderado
lintenso

60%/0 87,5%

20%'o 12,5%

lleve

Hemorragia Imoderado

lintenso

37,5%

50°/c'o

NIPC = neoplasia indiferenciada de pequenas células
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Tabela 34. Peso corporal de animals inoculados corn carcinossarcoma 256 de

Walker utilizando células tumorais isoladas com e sem gradiente de Ficoll-

Hypaque.

Grupos

Com ficoll *

n=7

D3 D8 D10

160,3157,4 158,9 177,9

± ± ± ±

17,5 20,6 26,2 27,0

157,9 162,5 147,0 176,4
Sem ficoll *

n=10
±± ± ±

27,319,5 20,7 25,7

Valores expressos em gramas como média ± desvio padrão; D = dia; * Não houve

diferença significativa entre os dois grupos ao longo do experimento (p=0,106).
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Figura 44. Peso corporal de animais inoculados com carcinossarcoma 256 de
Walker, utilizando células tumorais isoladas com e sem gradiente de Ficoll-

Hypaque.

* Não houve diferença significativa entre os dois grupos ao longo do
experimento (p=0,106).
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2. 2. Avaliação do efeito do Rapamicina na regressão do carcinossarcoma
256 de Walker, em modelo animal empregando células tumorais isoladas

com gradiente de Ficoll-Hypaque.

Grupos experimentais: G1 (n=10, Cont): azeite de oliva administrado

por via oral; G2 (n=10, Rapa) Rapa na dose de 1,5mg/kg/dia e administrada por

via oral.

O tumor se desenvolveu em todos os animais, não havendo diferença no

volume tumoral entre os dois grupos no 13° dia após o implante tumoral: Cont,
24,9 ±6,4 ; Rapa, 21,1 ±6,0 cm3 (p=0,831, tabelas 35 e 36, figuras 45 e 47).

Os animais foram sacrificados no 14° dia após o implante tumoral. Não
foi detectada metástase tumoral em nenhum animal. O tumor foi dissecado e

pesado. Não houve diferença significativa no peso tumoral entre os animais

tratados com Rapa e o grupo controle (Rapa, 9,30 ± 4,03 g; Cont, 10,0 ± 2,58

g, p=0,445, tabela 37, figura 46).

0 peso corporal dos animais foi semelhante nos dois grupos (Cont,

133,3 ± 24,2 g; Rapa, 133,8 ± 23,1 g). Todos ganharam peso ao longo do

estudo, não havendo diferença entre eles ao final do experimento (Cont, 148,5

± 34,2 g; Rapa, 159,3 ± 22,3; p = 0,445, tabela 38, figura 48).
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Tabela 35. Crescimento tumoral*, expresso em cm3, em animais inoculados
com células isoladas do carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com azeite

de oliva administrado, iniciado no 4° dia após a inoculação tumoral e

administrado por via oral durante 10 dias.

Ratos D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14

R1 0,00 0,00 0,08 1,57 3,97 7,81 15,40 20,50 36,00 21,40

R2 0,00 0,11 1,37 9,13 12,20 13,00 19,10

R3 0,08 0,29 3,61 8,44 14,90 18,50 22,10

R4 0,00 0,25 0,41 4,60 4,80 10,20 13,00 22,70 28,20

R5 0,00 0,41 0,50 4,00 5,95 10,80 20,80 21,40 24,50

R6 0,00 0,00 1,18 4,00 4,80 10,00 16,30 18,50 17,10

R7 0,008 0,55 2,92 7,20 10,80 14,30 20,70 22,00 24,50 43,60

R8 0,00 0,55 2,30 7,20 7,14 9,84 18,50 18,90 26,00 26,0

R9 0,00 0,00 0,04 0,55 0,86 2,56 5,32 11,00 17,90 17,90

Média 0,018 0,24 1,38 5,20 7,27 10,78 16,80 19,29 24,89 27,23

DP 0,035 0,23 1,30 3,00 4,49 4,40 5,20 3,97 6,396 11,41

EMP 0,014 0,09 0,53 1,00 1,83 1,80 2,12 1,62 | 2,611 4,66

* Volume tumoral (cm3) = (Dm x dz)/2

Dm = Diâmetro maior, d = diâmetro menor, DP = desvio padrão, EMP= erro médio

padrão, D = dia.

.1
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Tabela 36. Crescimento tumoral*, expresso em cm3, em animais inoculados
com células isoladas do carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com

Rapamicina, na dose de 1,5mg/kg/dia, iniciada no 4° dia após a inoculação

tumoral e administrado por via oral durante 10 dias.

Ratos D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14

R1 0,00 0,14 4,00 8,35 13,50 16,30 18,00 18,70

R2 0,00 0,09 0,60 3,24 3,79 5,57 16,90 20,70 26,00 26,00

R3 0,00 0,17 0,49 2,18 4,00 5,51 6,35 7,26 15,80 15,80

R4 0,00 0,41 1,57 7,20 10,10 15,40 17,30 18,50 23,90

R5 0,00 0,20 0,55 1,80 4,85 11,80 15,40 22,70 28,20 28,70

R6 0,01 0,22 1,01 4,60 8,75 12,60 14,90 23,90 26,70

R7 0,00 0,03 0,29 0,50 0,75 2,89 5,07 5,32 11,40 11,40

R8 0,04 0,22 2,25 4,20 7,81 14,00 17,90 16,90 17,90

R9 0,00 0,13 1,01 2,92 3,61 6,61 10,90 17,90 19,10

Média 0,006 0,18 1,31 3,89 6,35 10,08 13,64 16,88 21,13 20,48

DP 0,013 0,11 I 1,18 2,54 3,97 4,96 5,00 6,43 5,98 8,21

EMP 0,005 0,04 0,48 0,85 1,62 2,02 2,04 2,63 2,44 3,35

* Volume tumoral (cm ) =

Dm = Diâmetro maior, d

padrão, D = dia.

(Dm x d2)/2

= diâmetro menor, DP desvio padrão, EMP= erro médio
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Figura 45. Crescimento tumoral em animais inoculados com células isoladas

do carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com Rapamicina (Rapa, n=9), na

dose de 1,5mg/kg/dia, ou azeite de oliva, (Az-OI, n=9), ambos iniciados no 4°

dia após a inoculação tumoral e administrados por via oral durante 10 dias.

Não houve diferença significativa no crescimento tumoral entre os grupos ao

longo do experimento (p=0,411).
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Tabela 37. Peso tumoral em animais inoculados com células isoladas do

carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com azeite de oliva ou Rapamicina,

na dose de 1,5mg/kg/dia, ambos iniciados no 4° dia após a inoculação tumoral

e administrados por via oral durante 10 dias.

Ratos

R1

Azeite de Oliva

(9)

13,0

Rapa

11,0

R2 11,0 7,0

R3 7,0 14,0

R4 9,0 5,0

Média 10,0 9,3*

DP 2,58 4,03

EMP 1,291 2,016

Rapa= Rapamicina; g = grama; DP = desvio padrão; EMP = erro médio padrão; * não

houve diferença significativa entre os grupos.
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Figura 46. Carcinossarcoma 256 de Walker dissecado da região subcutânea

da axila direita, em animais submetidos a tratamento com Rapamicina (Rapa,

1,5mg/kg/d) ou azeite de oliva (Cont), iniciados no 4° dia após o implante

tumoral e administrados durante 10 dias por via oral.
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Figura 47. Rato Wistar AF macho com carcinossarcoma 256 de Walker
implantado na região subcutânea axilar direita e submetido a tratamento com:
a) Azeite de oliva por via oral, iniciado no 4° dia após o implante tumoral e
administrado durante 10 dias; b) Rapamicina, na dose de 1,5mg/kg/d, iniciada

no 4° dia após o implante tumoral e administrada por via oral durante 10 dias
(foto no 10° dia)
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Tabela 38. Peso corporal de animais inoculados com células isoladas de

carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com azeite de oliva ou Rapamicina,
na dose de 1,5mg/kg/dia, ambos iniciados no 4° dia após a inoculação tumoral
e administrados por via oral durante 10 dias.

Grupos DO D2

Az-01*

(n=9)

133,3

±

24,2

138,1

±

23,3

D4

138,9

±

21,8

D6

145,6

±

20,6

D8

144,7

±

20,6

D10 D12 D13

150,6

±

19,3

147,1

±

21,3

134,4

±

23,9

D14

148,5

±

34,2

Rapa*

(n=9)

133,8

±

23,1

139,7

±

22,6

137,9

±

21,4

142,0

±

21,2

142,3

±

18,5

147,1

±

19,6

145,3

±

21,7

141,6

±

25,1

159,3

±

22,3

Valores expressos em gramas como média ± desvio padrão; Az-01 = azeite de oliva;
Rapa = Rapamicina; D = dia; * p = 0,445 entre os grupos ao longo do experimento.
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Figura 48. Peso corporal de animals inoculados com células isoladas de
carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com azeite de oliva (Az-01, n=9) ou
Rapamicina (Rapa, n=9), na dose de 1,5mg/kg/dia, ambos iniciados no 4° dia
após a inoculação tumoral e administrados por via oral durante 10 dias. Não
houve diferença significativa no peso corporal dos ratos entre os grupos ao
longo do experimento (p=0,905).
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O transplante de órgãos é uma modalidade de tratamento destinada a

pacientes com doença avançada dos rins, coração, fígado, pâncreas, intestino

delgado. Um transplante bem sucedido pode salvar ou melhorar a qualidade de

vida do paciente portador de falência orgânica terminal. Esta modalidade de

tratamento tem atingido resultados impressionantes nas duas últimas décadas

graças à melhor compreensão da imunobiologia básica e aos avanços no

tratamento médico e cirúrgico.

A evolução nos transplantes permitiu uma melhora significativa na

sobrevida do enxerto e do paciente a curto-prazo. Entretanto, as complicações

a longo-prazo tornaram-se um importante fator limitante na sobrevida do

paciente, destacando-se as doenças cardiovasculares, as infecções

oportunistas e as neoplasias (HOWARD et al., 2002).

Grande parte do conhecimento obtido sobre câncer em pacientes

transplantados foi possível graças aos dados do Registro de Tumor em

Transplantes (CTTR - Cincinnati Transplant Tumor Registry), iniciado em 1968

por Israel Penn e por ele mantido até sua morte, em 1999. Este registro coleta

dados de centros de transplantes de diversos países (PENN et al., 1971) e,

através destes dados, foi possível determinar que a incidência de câncer é,em

média, 3 a 4 vezes maior nos pacientes submetidos a transplantes de órgãos

do que na população em geral (PENN, 1990). Esta incidência pode variar de

acordo com a região estudada, com o tipo de órgão transplantado e com o

tempo decorrido após o transplante. Assim, o risco calculado de desenvolver

um câncer é de aproximadamente 14% após 10 anos de transplante (PENN,

1987), aumentando para 22% após 20 anos (KYLLÕNEN, 2000). London e
cols. (1995) mostraram que o risco calculado de desenvolver neoplasia na

população de Yorkshire e Humberside (UK) após 20 anos aumentou de 6%

para 40% nos pacientes transplantados.

Rinaldi e cols. (2001) observaram uma incidência de 11,6% de

neoplasias em 174 pacientes submetidos a transplante cardíaco em Pávia.
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A incidência de linfomas é, geralmente, maior nos receptores de
transplante cardíaco do que em receptores de transplante renal (OPELZ et al.,
1993). Esta diferença pode ser explicada pela imunossupressão mais agressiva
usada nos transplantes cardíacos, com o objetivo de evitar as graves
consequências acarretadas pela rejeição neste tipo de transplante.

Shell e cols. (1985b) analisaram 155 pacientes transplantados com
órgãos de doadores cadáveres que apresentaram neoplasia. Estes autores
observaram, excluindo os tumores de pele, uma mortalidade de 46,5%
atribuída à neoplasia, enquanto que esta taxa foi de 2% para as neoplasias de
pele do tipo não melanoma e de 25% para os melanomas.

Krikorian e cols (1978) detectaram 7 pacientes com neoplasia do total de
127 submetidos a transplante cardíaco e, analisando a probabilidade atuarial,
identificaram o risco de desenvolver esta complicação como sendo de 2,7 ±
1,9% a 1 ano e de 25,6 ± 1 1,0% a 5 anos, com mortalidade global de 57%.

O tumor de pele do tipo não melanoma, o mais frequente em pacientes
transplantados, determina uma mortalidade global de 6% em receptores
adultos e de 9% na população pediátrica (PENN, 1984; 1994).

Desta forma, as neoplasias representam uma causa importante de
morbidade e mortalidade após dez anos de transplante. Este risco justifica todo
o esforço científico para proporcionar uma adaptação mais adequada do
receptor ao enxerto, provavelmente através da utilização de uma
imunossupressão mais específica e o emprego de drogas imunossupressoras
com menor potencial oncogênico.

Para avaliar o potencial oncogênico das drogas imunossupressoras
utilizadas na imunossupressão de manutenção nos pacientes submetidos a
transplantes de órgãos, escolhemos o modelo experimental do implante do
carcinossarcoma de Walker em ratos. Ao contrário do que ocorre nos modelo in
vitro, este modelo não exclui do processo oncogênico a participação do sistema
imune do animal, inicialmente intacto no processo de implantação do tumor e a
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seguir exposto aos efeitos das drogas imunossupressoras, de forma similar ao
que ocorre com os pacientes transplantados.

Uma grande variedade de tumores pode ser transplantados em animais
para realização de estudos farmacológicos (STEWART et al., 1959). A escolha
do carcinossarcoma de Walker para testar os imunossupressores advém do
fato de ser este um modelo de neoplasia bem caracterizado, facilmente

mantido em laboratório, de crescimento rápido e uniforme, que raramente
apresenta regressão espontânea e tem índice de "pega" de 100% em ratos

Wistar inoculados por via intramuscular (FONTELES et al., 1978; MORAES

FILHO et al., 1980). Além do mais, este modelo já foi anteriormente utilizado

para avaliar o efeito de agentes citotóxicos (SMITH, 1969).

A utilização do gradiente de fícoll-hypaque permitiu preparar uma

suspensão tumoral isenta de hemácias, leucócitos, plaquetas e pequenos
fragmentos de tecido que não são retirados com a filtração. Apesar da
toxicidade do fícoll-hypaque, a viabilidade celular não foi comprometida,
conforme constatado pelo azul trypan. O crescimento tumoral foi semelhante
nos animais implantados com suspensão celular obtida pela técnica padrão e

pelo uso do gradiente de ficoll-hypaque. Entretanto, a análise histológica
mostrou maior infiltração granulocítica e hemorragia nos tumores do grupo com
ficoll.

A CsA foi iniciada 24 horas antes da inoculação de um milhão de células

do carcinossarcoma 256 de Walker por via subcutânea. Os resultados
mostraram que a CsA induziu um crescimento de 20,5%, porém este efeito não
foi significativo, fato confirmado pela semelhança entre o volume e peso
tumoral dos animais controles e daqueles tratados com CsA.

A primeira justificativa para a ausência de efeito da CsA seria a não
absorção da droga. Esta hipótese é rejeitada pêlos níveis sanguíneos da droga,
que mostraram uma boa absorção nos experimentos com CsA utilizada
isoladamente (307,9 ± 142,3 ng/ml) ou associada a Rapa (446,93 ± 166,97
ng/ml e 345,9 ± 194,9 ng/ml). Entretanto, níveis mais baixos foram observados
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no experimento com CsA associada ao MMF (CsA = 48,3 ± 26,4 ng/ml e MMF
+ CsA = 51,0 ± 24,5 ng/ml). Não há uma explicação para estes baixos níveis,
uma vez que não houve modificação no modo de administração da droga. É
possível que problemas técnicos na dosagem da CsA justifiquem este fato,
uma vez que houve um longo intervalo entre os experimentos.

A CsA foi introduzida no tratamento dos transplantes de órgãos em
1982. O fato mais marcante após a sua introdução foi a constatação do
aumento na incidência de linfomas (LANG et al., 1994), que se elevou de 11%
com o esquema imunossupressor clássico associando AZA + PRED para 26%
com a CsA (PENN, 1987). Além disso, os linfomas apareceram mais
precocemente nos pacientes tratados com CsA (20 meses) quando
comparados com aqueles recebendo o esquema clássico (60 meses) (PENN,
1987). Além dos linfomas, posteriormente também foi constatada uma maior
incidência no sarcoma de Kaposi (8,4%) e carcinoma renal (6,5%) nos
pacientes tratados com CsA em relação àqueles recebendo AZA (2,6% e 3,2%,
respectivamente) (PENN, 1996). Porém, esta análise apresenta um fator de
confusão, uma vez que a CsA não era o único fator de risco para o
desenvolvimento destes tumores. Outros fatores importantes foram a utilização
de OKT3, ALG ou ATG para o tratamento e profilaxia de rejeições agudas
(PENN, 1987; SWINNEN et al., 1990, OPELZetal., 1993).

Beveridge e cols. (1984) analisaram 5.550 transplantados tratados com
CsA e verificaram que a incidência de linfoma e doenças linfoproliferativas foi
de 0,4% quando a CsA era administrada isoladamente ou associada a baixas
doses de PRED. Porem, esta incidência aumentou para 8% quando a CsA foi
associada a outros imunossupressores.

Estudos in vitro com células humanas mostraram que a CsA é

mutagênica, induzindo alterações nas cromátides irmãs. Entretanto, a
concentração de CsA utilizada nos experimentos (1|xl/ml) foi maior do que
aquela usada clinicamente (YUZAWA et al., 1986).
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Reitz e cols. (1982) relataram o desenvolvimento de linfomas em 12 de
97 primatas não humanos submetidos a transplante de coração ou coração-
pulmão que receberam CsA em doses variadas por mais de duas semanas.

Este aumento preferencial nos linfomas induzidos pela CsA pode ser
explicado pela inibição dos sinais dos linfócitos T em resposta aos antígenos,
permitindo excessiva resposta das células B e acarretando doenças
tinfoproliferativas. Entretanto, estudos experimentais também mostraram que a
CsA favorece a disseminação de linfomas T. O linfoma de células T L5178YE é
imunogênico e raramente induz metástase em animais imunocompetentes. No
entanto, camundongos portadores deste tumor tratados com CsA
apresentaram disseminação linfomatosa, mostrando que, apesar da CsA inibir
a proliferação das células T, estimulou o potencial metastático das células
"adormecidas" (WHITE et al, 1979; ECCLES et al, 1980).

Dantal e cols. (1998) avaliaram, entre 1989 e 1994, a incidência de
rejeição aguda e de neoplasias em pacientes submetidos a transplante renal
recebendo doses baixas ou normais de CsA. Os autores constataram que a
incidência de neoplasias foi significativamente menor no grupo de pacientes
tratados com dose-baixa de CsA (25/116) do que naqueles tratados com dose-
normal (40/115), sendo a redução mais importante evidenciada nas neoplasias
de pele e nas doenças linfoproliferativas. O modelo semiparamétrico de Cox
confirmou que o grupo dose-normal apresentou maior risco de desenvo'ver
neoplasia do que o grupo dose-baixa (p<0,026). Entretanto, os pacientes do
grupo dose-baixa apresentaram maior incidência de rejeição aguda do que o
grupo dose-normal (9 vs 1, p<0,02), embora a curva de sobrevida do enxerto
não fosse diferente entre os grupos após seis anos de seguimento (89% vs
82%).

Apesar destes dados, não existe concordância na literatura médica
sobre a influência da CsA na ocorrência de neoplasias após transplantes de
órgãos. Hiesse e cols. (1997) avaliaram, entre 1970 e 1996, 1.710 receptores
de transplantes renais e constataram que não houve diferença na incidência
global de neoplasias no grupo tratado com o esquema dássico (8,2%) em
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relação àquele recebendo CsA (7,5%), e que a taxa de doenças
linfoproliferativas também foi semelhante (14,3% e 14,9%, respectivamente).
Porém, o risco cumulativo de neoplasia em 10 anos foi significativamente maior
no grupo tratado com CsA em relação ao grupo convencional (13,86 vs 8,37,
p<0,0001). Os autores concluíram que os fatores de risco para o aparecimento
das neoplasias foram idade avançada e menor tempo de hemodiálise pré-
transplante, e que o uso de ALG ou OKT3 não foram fatores significativos.
London e cols. (1995) também não encontraram nenhuma evidência de risco
aumentado de neoplasia em pacientes transplantados tratados com CsA,
destacando como fatores de riscos aqueles mesmos observados por Hiesse e
cols.

Eccles e cols. (1980) mostraram que a taxa de crescimento do sarcoma
FS6 implantado em camundongos e do sarcoma MC24 implantado em ratos
não foi modificada pela administração de CsA nas doses de 20 ou SOmg/kg/dia.
Entretanto, estes autores também avaliaram o padrão de metástase
espontânea dos sarcomas FS6 e FS29 em camundongos tratados com CsA.
Estes tumores são imunogênicos e têm taxa de metástase relativamente baixa,
geralmente confinada aos pulmões. A administração da CsA acarretou
significative aumento na incidência de metástases e, no caso do sarcoma FS6,
também alterou a sua distribuição.

Van der Elst e cols. (1986) investigaram a influência da CsA na
ocorrência e crescimento de metástases hepáticas após a injeção intraportal de
agregados celulares de carcinoma colônico (DHD/K12), em ratos singênicos.
Metástase hepática foi observada em 40% dos animais controles e em 100%
daqueles tratados com CsA. Além disso, o volume total do tecido metastático
foi 2.000 vezes maior no grupo CsA (22.176,0 ± 2.046,0 mm3) quando
comparado com o grupo controle (9,46 ± 5,11 mm3).

Bonavides de Castro (2000) avaliou a influência de imunossupressores
no desenvolvimento de metástases em ratos inoculados por via subcutânea
com tibro-histiocitoma maligno de baixo índice metastático (T.E.G.S. 2047). Ela
demonstrou que, nos animais tratados com CsA (10mg/kg/dia), o índice de
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metástase pulmonar aumentou significativamente (72,72%), quando
comparado os animals controles (0%). Este aumento também foi
significativamente maior em relação ao grupo tratado com azatioprina (43,75%)
e metilprednisolona (50%). Entretanto, MMF, na dose de 20mg/kg/dia, não
causou o desenvolvimento de metástase nesse modelo experimental. CsA e
metilprednisolona induziram crescimento tumoral significativo, enquanto os
animais tratados com MMF ou AZA não diferiram do grupo controle.

Assim, embora existam evidências mostrando que a CsA desempenhe
um papel oncogênico, nosso experimento mostra que esta ação não pode ser
extensiva a todos os tipos de tumores, uma vez que não induziu crescimento
significativo do carcinossarcoma 256 de Walker.

O MMF inibiu o crescimento do carcinossarcoma de Walker em 28,2%.
Ao final do experimento, o volume e o peso tumoral foram menores nos animais
tratados com MMF quando comparados com os animais controles e aqueles
tratados com CsA. Entretanto, este efeito somente foi observado quando a
droga foi iniciada 24 horas antes do implante tumoral. Quando o tratamento
com MMF foi retardado até o 4° dia, nenhum efeito sobre o crescimento tumoral
foi detectado.

O MMF é uma droga que foi introduzida recentemente para uso clínico
no tratamento imunossupressor e existe pouca experiência acumulada sobre
seus efeitos na incidência de neoplasias após transplantes de órgãos. O
Trícontinental Mycophenolate Mofetil Renal Transplantation Study Group
comparou pacientes em uso de MMF nas doses de 2g/dia e 3g/dia com
pacientes tratados com AZA e relatou uma incidência de morte por neoplasia
após 3 anos de 0%, 0,6% e 2,4%, respectivamente. Os tumores mais
frequentes foram os cutâneos não melanomas (AZA=13,6%, MMF 2g=11,1% e
MMF 3g=4,3%), seguidos dos linfomas/PTLD (0,6%, 1,2% e 1,8%,
respectivamente) (MATHEW, 1998). Estes resultados foram semelhantes aos
do estudo europeu, onde a incidência de morte por neoplasias em três anos foi
de 0% no grupo placebo, 0,6% no grupo MMF-2g e 1,9% no grupo MMF-3g
(MYCOPHENOLATE MOFETIL..., 1999). Entretanto, no estudo multicêntrico
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americano, nenhuma mortalidade acarretada por neoplasia foi observada nos
pacientes submetidos a transplante renal recebendo MMF após três anos
(MYCOPHENOLATE MOFETIL ..., 1999).

O rato é mais sensível à toxicidade pelo MMF do que o camundongo,
com DLso de 400 a 450mg/kg/dia. Estudos de toxicidade mostraram que a dose
utilizada neste estudo (10mg/kg/dia) é bem tolerada por esta espécie de animal
(SWEENEY et al, 1972).

O MPA tem mostrado significativa atividade antineoplásica contra vários
tipos de tumores transplantáveis em camundongos, entre eles o carcinoma
ascítico de Ehrlich implantado por via subcutânea (-60%), carcinoma ascítico
mamário MM2, hepatoma intraperitoneal MH134 (superior -100%), hepatoma
C3H/He (-72,6%), sarcoma SR-CSH/He Th62 (-50%) (SUZUKI et al., 1969). Da
mesma forma, alguns derivados do MPA apresentaram potente atividade
antineoplásica, com nenhuma ou pouca atividade imunossupressora (OHSUGI
et al., 1976).

Estudos demonstraram que o carcinossarcoma 256 de Walker é sensível
ao MPA quando a droga é administrada 24 horas após o implante tumoral,
porém utilizaram doses mais elevadas (entre 25 e SOmg/kg/dia) do que aquela
empregada em nosso experimento (10mg/kg/dia) (CARTER et al., 1969;
SWEENEYetal, 1972).

O MPA é um inibidor seletivo da IMPDH com afinidade cinco vezes

maior para a isoforma tipo II (Ki=7 nM), que é expressa nos linfócitos ativados,
do que na isoforma tipo l, expressa nos linfócitos em repouso (NATSUMEDA et
al., 1993).

A atividade da IMPDH é positivamente ligada à transformação celular e
progressão tumoral. Inibição desta enzima resulta em depleção celular do
nucleotídeo guanina, através do bloqueio da síntese de purina pela "via de
novo" (LOWE et al,1977). A atividade desta enzima está aumentada nas
células transformadas, da mesma forma que a atividade da GMP sintetase
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(JACKSON et al-, 1975; WEBER, 1977). A concentração de GMP,
particularmente de dGMP, está elevada de modo importante nas células
cancerosas. Nucleotídeos guanina são necessários como substratos,
ativadores ou reguladores de muitas vias de metabolismo celular, incluindo
síntese de DNA, RNA e proteínas (WEBER, 1983; Weber et al.,1991). O efeito
antiproliferativo dos inibidores da IMPDH sobre as células tumorais já é
conhecido desde os experimentos in vitro realizado por Smith e cols. (1974),
utilizando células de tumor ascítico de Ehrlich. Mais recentemente. Lee e cols.

(1985) mostraram que inibidores da IMPDH, como MPA, ribaravina,
selenazofurina e tiazofurina, inibiram o crescimento das células de timoma T

(S-49) de camundongos, a captação de [ HJ-timidina pelo DNA e [3H]-uridina
pelo RNA, e demonstraram que a adição de guanosina exógena reverteu o
efeito antiproliferativo destas quatro drogas. Este mesmo resultado foi
observado por Sidi e cols. (1988) utilizando células MCF-7 e T-47D do câncer
mamário.

O efeito anti-tumoral do MMF também tem sido demonstrado em

modelos experimentais de tumores humanos xenogênicos, entre eles o linfoma
de células B (Daudi), leucemias de células T (Molt-4), adenocarcinoma
pancreático, adenocarcinoma de cólon (LS174T e T84) e adenocarcinoma
pulmonar. O MMF ainda produziu significativa inibição do crescimento dos
tumores de células B e tumor de cólon LS174T, mesmo quando iniciado após o
tumor tornar-se palpável (TRESSLER et al., 1994).

Os estudos demonstram que o efeito antiproliferativo do MMF ocorre

pela inibição da enzima IMPDH resultando no bloqueio da síntese de novo das
purinas. Entretanto, nosso estudo mostra que, em animais com implante do
carcinossarcoma 256 de Walker, este efeito é perdido quando a droga é
iniciada após o tumor encontrar-se em fase de crescimento. Esta falha do
inibidor da IMPDH pode ser explicada, pelo menos em parte, pela reciclagem
dos precursores da biossíntese das purinas pela "via de recuperação".
Natsumeda e cols. (1984) mostraram um aumento na atividade das enzimas
adeninafosforibosiltransferase (APRT), hipoxantinafosforibosiltransferase
(HPRT) e guanosinafosforibosiltransferase (GPRT) no carcinoma de pulmão,
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carcinoma de células renais e hepatoma implantados em camundongos. Estas
"vias de recuperação" poderiam aumentar a concentração do nucleotídeo
guanosina e reverter o efeito antiproliferativo dos inibidores da IMPDH. Isto
pode explicar, em parte, a aparente falha dos inibidores da via da síntese de
novo das purinas em fornecer resultados quimioterapêuticos duradouros.

Os resultados de Weber e cols. (1991) reforçam esta hipótese. Estes
autores observaram uma ação antiproliferativa sinérgica incubando células de
hepatoma na presença de acivina, um inibidor da síntese de novo das purinas,
e dipiridamol, bloqueador do transporte de nucleotídeos e nucleobases.

Outro mecanismo provável de ação do MMF é indução de apoptose.
Cohn e cols. (1999) examinaram o efeito do MPA na linhagem de células
linfocíticas T humanas (Molt-4) e linhagens precursoras de células monocíticas
humanas (U937 e THP-1). Eles observaram que MPA induziu apoptose em

cada uma destas linhagens e que a adição de guanosina exógena inibiu a
apoptose das células U937 e THP-1. As três linhagens celulares progrediram
através da fase G1 do ciclo celular e se acumularam na fase S. Porém, é

possível que a apoptose tenha sido causada pela privação do GTP na fase S
do ciclo celular ou durante a síntese de DNA.

Em resumo, o carci nossa rcoma 256 de Walker mostrou-se, em nosso

modelo, sensível ao tratamento com MMF, desde que a droga seja introduzida
precocemente. No entanto, uma vez o tumor já estabelecido, este efeito
antiproliferativo é abolido. O mecanismo mais provável de escape destas
células tumorais à ação da droga é a ativação da "via de recuperação" da
síntese de purinas, com aumento nos estoques do nucleotídeo guanosina e
progressão do ciclo celular para a fase S.

A Rapa apresentou um importante efeito antiproliferativo, com valores
mais elevados do que aquele observado para o MMF, embora esta diferença
não fosse significativa (Rapa, 49,3% e MMF, 28,2%). No entanto, da mesma
forma que o MMF, este efeito é abolido quando a droga é iniciada com o tumor
já em fase de crescimento. Esta perda do efeito antiproliferativo é mantida
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mesmo quando os animais são acompanhados por tempo mais prolongado.

Utilizando a suspensão celular obtida a partir do gradiente de ficoll-hypaque

pudemos observar que não houve diferença significativa no volume e peso

tumorais entre os animais controles e aqueles tratados com Rapa, iniciada no

4° dia após o implante tumoral e administrada durante 10 dias.

A Rapa foi isolada em Montreal, em 1972, no Laboratório de Pesquisas

da Ayerst. Ela começou a ser desenvolvida como uma droga antifúngica, mas

logo os pesquisadores perceberam sua atividade imunossupressora. Amostras

desta nova droga foram enviadas pelo Dr. Sehgal ao Instituto Nacional do

Câncer (NCI) para ser avaliada como nova droga antineoplásica (GARBER,

2001). No programa do NCI, o produto é inicialmente testado contra células

leucêmicas P388, a menos que existam evidências de sua ação antitumoral.

Os compostos que mostrarem atividade preliminar são reavaliados, utilizando a

mesma linhagem. Com a confirmação da atividade, em seguida, a droga e/ou

seus compostos parentes são testados contra um painel de células tumorais.

Compostos apresentando nível de atividade DN2, aqueles que inibem um ou

mais tumores do painel, são considerados para desenvolvimento pré-clínico

(produção, formulação e toxicologia). Desde a sua criação até 1981,

aproximadamente 180.000 culturas foram testadas in vivo contra tumores

murinos, visando à produção de novas drogas antineoplásicas. Deste total,

somente 8,5% destes produtos mostraram-se ativos. A Rapa (NSC 22080)

havia sido selecionada pela NCI por apresentar boa atividade antitumoral

contra o câncer mamaria e de cólon, tumor de cérebro e ependimoblastoma

(DOUROS; SUFNESS, 1981). O grupo de Sehgal mostrou que a Rapa

apresentava modesta atividade antitumoral contra as células leucêmicas P388
e era ativa contra melanocarcinoma B16 e tumor de colon 38, quando utilizada

nas doses entre 100 a 400mg/kg/d, durante nove dias por via intraperitoneal.

Além disso, os autores avaliaram a atividade da Rapa no tumor de cólon 38, na

dose de 400mg/kg/d, e compararam três vias de administração: intraperitoneal,

subcutânea e oral. Os resultados mostraram que a via oral produziu menor

atividade antitumoral (64,8%) em relação às outras vias (84,8% na subcutânea

e mais de 90% na intraperitoneal) e esta diferença foi significativa (ENG et al.,
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1984). No entanto, o programa da Rapamicina foi abortado pela Ayerst e
somente reativado seis anos mais tarde (GARBER, 2001).

Inúmeros pesquisadores se interessaram em compreender os
mecanismos que controlam o crescimento e o ciclo celular. Estes
conhecimentos foram importantes para elucidar, pelo menos em parte, o
mecanismo de ação da Rapa.

Conforme mostrado na figura 49, mTOR, também conhecida como
F RAP (FKBP-rapamycin associated protein), RAFT 1 (Rapamycin-FKBP target
1} e RAP1 (Rapamycin associated protein 1), é membro de uma família de
proteinoquinases, recentemente identificada e denominada quinases
relacionadas ao fosfoinositídio 3-quinase (PIKKs). A mTOR está envolvida em
muitas funções reguladoras críticas relacionadas à progressão do ciclo celular,
pontos de controle do ciclo celular que comandam as respostas ao DNA lesado
{checkpoint), reparo do DNA e recombinação de DNA (HIDALGO; ROWINSKY,
2000; SCHALM; BLENIS, 2002). Em resposta ao estímulo de crescimento,
células quiescentes aumentam a translação de um subgrupo de mRNA, cujo
subproduto proteico é necessário para a progressão celular através da fase G1
do ciclo. A mTOR regula essencialmente o sinal de transdução e está envolvida
no acoplamento entre o estímulo de crescimento e a progressão do ciclo
celular. O fosfatidilinositol 3-quinase (P13K) / proteinoquinase B(Akt) (P13K/Akt)
parece ser o fator modulador chave através do qual a interação do fator de
crescimento e seu receptor afeta o estado de fosforilaçâo da mTOR (figura 49).
O P13K tem um papel central na proliferação celular, motilidade,
neovascularização, viabilidade e senescência e é regulado positivamente nas
células cancerosas. Embora o papel da P13K não esteja claro, a atividade desta
enzima sobre as tirosinoquinases induz mitogênese, crescimento e
transformação celular. P13K e Akt são considerados proto-oncogenes e sua via
é inibida pêlos genes supressores de tumores PTEN. Existem outras vias que
são ativadas pelo P13K, mas a via da Akt é de particular interesse por causa de
seu papel na inibição da apoptose e na indução da proliferação celular, através
da alteração do estado de fosforilação de proteínas que regulam a apoptose ou
a sobrevida celular, como a BAD (BLUME-JENSEN; HUNTER, 2001).

182

DISCUSSÃO



pp

pp

^.

pilo
y

p85

ÏHpnai PIS-quinase Rapamici

_L G1hmTOR 4E-BP1/PHAS-1Akt-qui

l Translação
(ddinaDl)

p

p7®S€qufaa»t

t

Apoptose
Sobrevida

Regulador da Translação

Figura 49. Mecanismo de transdução de sinal sensível à Rapamicina.
Rapa e CCI-779 ligam-se à imunofílina FKBP-12. O complexo FKBP12-Rapa
bloqueia a atividade da quinase mTOR (mammalian target of Rapamycin). Este
bloqueio inibe os reguladores da translação 4E-BP1/PHAS e p70s6k,
acarretando redução na translação do mRNA de proteínas específicas
essenciais para a progressão do ciclo celular da fase G1 para a fase S.
FG= fatorde crescimento; AKT= proteinoquinase B; P13K=fosfatidilinositol 3 quinase; FKBP12=
FK-binding protein 12; 4EBP1= proteína 1 de ligação do fator iniciador 4E; PHAS-
^phosphorilated heat- and acid-stable protein; p70s6k= proteína ribossomal de 40S proteína S6
quinase

(HIDALGO; ROWSINSKY, 2000)
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A ativação do mTOR modula duas vias que controlam a translação de
subgrupos específicos de RNA mensageiro (mRNA); proteína 1 de ligação do
fator iniciador 4E (4E-BP1), também chamada de PHAS-1 {phosphorilated heat-
and acid-stable protein) e a proteína ribossomal de 40S proteína S6 quinase
(p70s6k) Existem evidências indicando que a ativação do P13K ou da Akt é
suficiente para induzir a fosforilação do 4E-BP1/PHAS-1 e da p70s , através da
mTOR (HALLORAN, 2000; HIDALGO; ROWSINKY, 2000).

A primeira via reguladora modulada pelo estado de fosforilação da
mTOR, a 4E-BP1/PHAS-1, inibe o início da translação através de sua
associação com a elF-4E. A ligação da 4E-BPs ao elF-4E é dependente do
estado de fosforilação da 4E-BP. No estado não fosforilado, que predomina nas
células quiescentes, a 4E-BPI/PHAS-1 liga-se ao elF-4E, inibindo sua
atividade. Em resposta ao estímulo proliferativo, a 4E-BPI/PHAS-1 torna-se
fosforilada e diminui sua afinidade pelo elF-4E. Esta dissociação aumenta a
translação do mRNA. Este subgrupo de mRNA codifica proteínas importantes
para a proliferação celular, como c-MYC e a ciclina D1 (BLUME-JENSEN,
HUNTER, 2001; SCHALM; BLENIS, 2002). Polunovsky e cols. (2000)
mostraram que tratamento de fibroblastos Ras-transformado com Rapa
aumenta a susceptibilidade a apoptose induzida por drogas citostáticas.

A segunda via modulada pela mTOR é a quinase p70s6k. Existem duas
isoformas da p70s6k: a al de localização nuclear e a ali predominantemente
citoplasmática. Estas diferentes localizações têm claras implicações para os
tipos de substratos-alvo das isoformas das quinases. A p70s6 é fosforilada no
estado basal em todos os tipos de células quiescentes. Estimulação mitogênica
induz fosforilação em múltiplos novos sítios dentro da quinase resultando na
sua ativação. Com a ativação pelo estímulo proliferativo mediado pela via de
transdução do sinal P13K/Akt, a mTOR fosforila a p70s6K, que por sua vez
fosforila a proteína ribossomal de 40S proteína S6, aumentando a translação
do mRNA, incluindo aquele que codifica as proteínas ribossomais, fatores de
elongaçâo e IGF-11 (CHOU; BLENIS, 1995; HIGALGO; ROWINSKY, 2000).
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Estudos mostram que a fosforilação do S6 ocorre em duas fases, uma mais

precoce em 10 a 15 minutos, seguida de outra mais longa, que atinge o
máximo em 30 a 45 minutos e a retorna aos níveis basais em 120 minutos. A

regulação negativa desta segunda fase acarreta redução na capacidade do

fator de crescimento epidérmico em fosforilar a S6 (FERRARI; THOMAS,

1994).

A Rapa resulta em rápida e profunda desfosforilação da p70s6k,
suprimindo a sua atividade (HIGALGO; ROWINSKY, 2000). A Rapa também
promove desfosforilação da 4E-BP1/PHAS-1, com aumento na ligação do elF-
4E e concomitante diminuição na translação do mRNA para progressão do
ciclo celular da fase G1 para a fase S (HIDALGO; ROWINSKY, 2000). Este

bloqueio da proliferação celular na fase G1 é a base da sua atividade
imunossupressora, impedindo a proliferação de linfócitos T e B. Entretanto,
esta não parece ser sua única ação benéfica na prevenção da rejeição dos

transplantes. Outra importante ação da Rapa parece ser seu efeito sobre as
células dendríticas. Woltman e cols. (2001) mostraram que este
imunossupressor induziu apoptose nas células dendríticas humanas derivadas
dos monócitos e das células CD34, e este efeito foram dose e tempo-

dependentes, mas não evidenciou atividade sobre os macrófagos alveolares ou
células mielóides.

A inibição da translação do mRNA acarreta interrupção do ciclo celular
na transição G1/S e o mecanismo preciso responsável por este efeito é ciclo
celular e tipo celular eèpecífico.

Agentes antiproliferativos exercem seus efeitos através da modulação
dos componentes da maquinaria do ciclo celular. Progressão da fase G1 para a
fase S requer uma sequência de ações das ciclinas D, E e A com suas
quinases ciclinas-dependentes (cdks). A Rapa aumenta o turnover na ciclina
D1, inibe a atividade da quinase ciclina A-dependente e também bloqueia a

eliminação do p27, inibidor das cdks, facilitando a formação do complexo
ciclina/cdks-p27. Dependendo do tipo de célula, a Rapa interrompe o ciclo
celular no meio para o final da fase G1, correspondendo ao período quando o
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complexo ciclina D-cdk4 torna-se ativo (CHOU; BLENIS, 1995; HIGALGO;
ROWINSKY, 2000).

A Rapa inibe o crescimento tumoral provavelmente por inibir a
translação do mRNA envolvido na transição da fase G1 para a fase S do ciclo
celular em resposta à estímulo mitogênico e por interferir no balanço
ciclina/cdks/inibidores das cdks na fase precoce do ciclo celular (HIGALGO;
ROWINSKY, 2000).

Em 1994, Dilling e cols. (1994) mostraram que três de quatro linhagens
de rabdomiossarcoma infantil apresentaram elevado grau de sensibilidade à
Rapa, enquanto que seis linhagens de carcinoma colônico testadas foram
relativamente resistentes. Os autores investigaram se esta sensibilidade das
células do rabdomiossarcoma estava ligada à via do IGF-1R. Células de
rabdomiossarcoma embrionário (Rh 1 e Rh30) resistentes à Rapa foram
incubadas durante cinco dias com anticorpos monoclonais (a-IR-3), que
bloqueiam a via de sinalização da IGF-1R. As células Rh30 foram altamente
sensíveis ao a-IR-3, mostrando uma dependência da via IGF-1 R na atividade
antiproliferativa (DILLING et al, 1994).

A indução de apoptose foi o mecanismo proposto para explicar a
atividade inibitória da Rapa contra linhagens de células T de camundongo IL2-
dependente, células da leucemia promielocítica humana HL-60 e do câncer
ovariano humano SKOV3 (SHI et al., 1995). Este mecanismo é corroborado
com os experimentos de Seufferlein e Rozengurt (1996) utilizando neoplasia de
pequenas células de pulmão. Estes autores mostraram que a Rapa bloqueia a
progressão desta linhagem celular na fase G1 do ciclo celular, através da
inibição da ativação da p70/p85 kDa 86 quinase, coletivamente chamadas de
p70 . Esta enzima pode regular diversos processos intracelulares envolvidos
na resposta mitogênica, incluindo a síntesç proteica, a translação de subgrupos
específicos de mRNA, progressão da fase G1 para a fase S do ciclo celular.

Em 1997, Metcalfe e cols. (1997) mostraram que a Rapa age através de
uma via independente do p53 para inibir o ciclo celular na fase G1, resultados

186

DISCUSSÃO



confirmados mais tarde por Huang e cols. (2001). Segundo estes autores,
linhagens de células de rabdomiossarcoma humano (Rh 1 e Rh30) tratadas
com a Rapa apresentaram um aumento na taxa de apoptose de 8% para 25%.
Além disso, a Rapa foi capaz de induzir apoptose nas células que continuaram
a progredir ao longo ciclo celular. Eles concluíram que a interrupção do ciclo
celular na fase G1 protegeria a célula da apoptose. No entanto, crescentes
evidências têm mostrado que a apoptose é frequentemente associada com a
célula na fase G1 do ciclo celular e que a interrupção na fase G1 tardia ou na
fase S pode induzir ou acelerar a apoptose (WOLTMAN et al., 2001).

Yamamoto-Yamaguchi e cols. (2001) mostraram que o tratamento de
células promielocíticas humanas HL-60 com Rapa, em doses inferiores a
12^M, acarretou interrupção do ciclo na fase G1, não induziu alterações
apoptóticas, porém foi capaz de inibir o crescimento celular. Este efeito
antiproliferativo foi observado também para as células mieloblásticas ML1, mas
não para as células da leucemia monocítica humana NB4 e U937, mostrando
que a atividade antineoplásica era específica para o tipo de célula testada.

Outras linhagens celulares têm mostrado sensibilidade à ação
antiproliferativa da Rapa e de seu análogo CCI-779, um éster similar à Rapa
com relação à potência e inibição da sinalização da mTOR, porém
apresentando maior solubilidade em água e podendo ser administrado por via
endovenosa. Entre estas linhagens estão o rabdomiossarcoma Rh 18 e Rh30,
adenocarcinoma de cólon, meduloblastoma humano DAOY e glioma maligno
251 (DUDKIN et al., 2001; GEOERGER et al., 2001).

A indução da apoptose não é o único mecanismo proposto para explicar
a ação antineoplásica da Rapa, podendo também apresentar uma ação
antiangiogênica tumoral. Guba e cols (2002) utilizaram o modelo da criação de
câmara dorsal em camundongos, implantada com carcinossarcoma de cólon
CT-26, para avaliar a atividade angiogênida da Rapa e CsA. A Rapa acarretou
inibição do crescimento tumoral em paralelo à redução da neoangiogênese,
enquanto que a CsA produziu precoce neovascularização e acelerada taxa de
crescimento tumoral. Estudos in vitro, utilizando CT-26 ou melanoma B26,
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demonstraram que a Rapa inibiu a secreção de fator de crescimento do

endotélio vascular (VEGF), um dos reguladores centrais do crescimento

vascular, enquanto que a CsA não apresentou efeito significativo.

Em nosso experimento, a Rapa inibiu o crescimento do carcinossarcoma

de Walker quando introduzida precocemente. Os estudos mais recentes da

literatura indicam que o mecanismo de ação mais provável da Rapa é a

indução da apoptose. Entretanto, estes estudos foram realizados in vitro, sem a

participação do sistema imune e não considerando os mecanismos de defesas

tumorais. Novamente, nós observamos que quando o imunossupressor foi

introduzido numa fase em que o tumor já se encontrava em fase de

crescimento, o efeito antiproliferativo da Rapa foi completamente abolido.

Estudos in vivo na literatura com utilização deste imunossupressor são

escassos. Dudkin e cols. (2001) avaliaram a sensibilidade do xenoenxerto

rabdomiossarcoma Rh18 ao CCI-779, análogo da Rapa. Camundongos

implantados com este tumor foram tratados com doses variando de 8,7 a

20mg/kg/dia durante 5 dias, perfazendo 2 ciclos com intervalo de 21 dias. O

CCI-779 induziu significativa inibição do crescimento tumoral, independente da

dose administrada, porém o crescimento foi retomado com a interrupção da

droga. Este mesmo esquema mostrou ser sensível para animais implantados

com tumor de próstata, glioma e carcinoma ovariano, mas não para a linhagem

tumoral OVCAR5, cujo retardo do crescimento não foi significativo (DUDKIN et

al., 2001). Uma possível explicação para sensibilidade diferencial é que nas

células intrinsecamente resistentes à Rapa, a atividade da p70s6k é inibida,
embora seja incapaz de suprimir a translação do c-MYC após estimulação da
IGF-1. Outra possibilidade é que estas células regulam negativamente os

níveis de 4E-BPI, desregulando a translação 4-dependente, sem alterar

significativamente os níveis ou a atividade da p70s6k (HOSOI et al., 1998;
DILLING et al., 2000). Esta última alternativa é corroborada pelo experimento

de Dumont e cols. (1994) mostrando que linhagens de linfoma de células T
resistentes à Rapa continuaram a proliferar e mantiveram a atividade da p70s6k
em presença da droga.
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A questão chave do problema é que a grande maioria dos protocolos de
imunossupressão dos diversos tipos de transplantes de órgãos e tecidos
utilizam associações de drogas e os efeitos antineoplásicos de cada droga
individual podem ser modificados quando elas são empregadas de forma
associada. Tendo em vista este objetivo, nós avaliamos o efeito da associação
de imunossupressores sobre o crescimento do carcinossarcoma 256 de
Walker. Nosso estudo mostra que o efeito inibidor do crescimento tumoral
apresentado pelo MMF é abolido quando associado a CsA. Este resultado é de
suma importância, pois esta associação de drogas imunossupressoras é
frequentemente utilizada em transplantes de órgãos, seja MMF com CsA ou
outro inibidor da calcineurina, o FK506. Se esta observação for extensível a
outros tipos de tumores, com maior tempo de experiência com o uso de MMF,
será de se esperar que a incidência de tumores em geral não seja diferente
daquela observada em pacientes utilizando esquema duplo de CsA e PRED,
provavelmente o mesmo ocorra com a incidência de linfomas.

Ao contrário do MMF, a Rapa manteve sua atividade antineoplásica
quando associada à CsA.

Muthukkumar e cols. (1995) mostraram que a Rapa induziu profunda
inibição do crescimento de linhagens de linfomas de células B imaturas (L1.2,
NFS.1. e WEHI-279) e de células de timoma. Esta inibição foi antagonizada
quando a Rapa foi associada ao FK506, mas não com doses crescentes de
CsA.

Como a Rapa é uma droga que foi introduzida recentemente, seu tempo
de uso clínico é insuficiente para avaliar a incidência de neoplasias. Entretanto,
MacDonald (2001) relatou a incidência de linfomas/PTLD em pacientes
recebendo Rapa+CsA+PRED, como sendo de 0,4% após o primeiro ano, com
dose de 2 mg/dia, e de 2,3% com dose de Smg/dia. Dois pacientes do grupo
Rapa-5mg haviam retebido OKT3 e MMF+AZA previamente. A incidência de
outras neoplasias foi de 1,8% em cada grupo da Rapa e de 1,5% no grupo
placebo+CsA+PRED. O Estudo Multicêntrico Americano avaliou pacientes em
uso de CsA, Preá, e Rapa, nas doses de2mg ou 5 mg, e comparou com
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controles, em uso de Aza+CsA+Pred. A incidência de neoplasia após um ano
foi de 0,4% no grupo Rapa-2mg, de 0% no grupo Rapa-Smg e de 0,3% nos
controles, não havendo diferença na incidência de linfomas entre os três
grupos (0,4%, 2,9% e 2,5%, respectivamente) (KAHAN, 2000).

Luan e cols. (2002) avaliaram o efeito da associação de Rapa com CsA
sobre o crescimento do carcinossarcoma renal implantado por via subcutânea
em camundongos. A CsA foi administrada por via subcutânea, na dose de
20mg/kg em dias alternados, e Rapa, 2 mg/kg/d, por gavagem, ambas iniciadas
no 3° dia após o implante tumoral ou quando o tumor atingisse um volume de
50mm . Resultado semelhante ao nosso estudo foi observado, ou seja, a Rapa
isoladamente ou associada à CsA inibiu significativamente o crescimento
tumoral no 24° dia (Rapa = 308 ± 66 mm3; Rapa + CsA = 268 ± 55 mm3, CsA =
3103 ± 305 mm3, controle = 3103 ± 305 mm3). A Rapa também foi eficaz
quando o tumor foi inoculado na região subcapsular do rim. A sobrevida dos
animais foi significativamente maior nos animais tratados com Rapa (controle =
28,6 ± 0,9 dias, CsA = 27,8 ± 1,3 d; Rapa = 67,7 ± 2,7 d, Rapa + CsA = 75,2 ±
2,1 d, sendo Rapa estatisticamente diferente de CsA e controle, e Rapa + CsA
diferente de todos os grupos). Este efeito antineoplásico da Rapa isolada ou
associada à CsA foi confirmado em camundongos imunodeficientes (SCID)
inoculados com adenocarcinoma renal e carcinoma transicional de bexiga T24
humano. Estudos in vitro realizados por estes mesmos autores mostraram que
o tratamento das células do adenocarcinoma renal com Rapa transformou o
fenótipo celular invasivo em não invasivo e acarretou aumento no nível e na
expressão da E-caderina, molécula que aumenta a adesão intercelular.

E, finalmente, não observamos, em nosso estudo, sinergismo no efeito
antineoplásico na associação da Rapa com o MMF.

Os resultados deste estudo são importantes, pois nos mostram uma
opção terapêutica valiosa em determinadas situações. A Rapa é uma droga
que ainda não tem ampla aceitação nos centros de transplantes,
principalmente pêlos seus efeitos colaterais relacionados ao metabolismo dos

190

DISCUSSÃO



lipídeos e à ausência de estudos a longo-prazo na sobrevida dos enxertos.

Entretanto, a sua ação antineoplásica pode ampliar a sua indicação

terapêutica. Duas situações podem ser de particular interesse para a indicação

da Rapa como droga de escolha no esquema da imunossupressão. Na

primeira, o paciente apresenta neoplasia e necessita de um enxerto, porque

seu órgão terminal não pode ser substituído por outra modalidade terapêutica

ou porque, no caso do rim, o paciente não dispõe de acesso para manter o

tratamento dialítico. Na segunda possibilidade, o paciente é transplantado e

desenvolveu neoplasia.

Um dos primeiros princípios no tratamento das neoplasias pós-

transplantes é a redução ou interrupção das drogas imunossupressoras,

visando restaurar a resposta imune dirigida contra as células tumorais.

Infelizmente esta estratégia pode trazer como consequência a perda do órgão

transplantado e, nos casos em que o órgão não pode ser substituído por outra

modalidade terapêutica, como por exemplo nos transplantes de coração e

fígado, a manutenção da imunossupressão torna-se indispensável. Neste caso,
a utilização da Rapa pode ser uma alternativa, embora devamos ter em mente
que, como mostrado em nosso estudo experimental, a resposta antiproliferativa
pode não ocorrer quando o tumor já se encontra em fase de crescimento. A
melhor opção para o esquema imunossupressor a ser utilizado deve ter em

conta o tipo de neoplasia e o órgão transplantado, devendo ser lembrado,
como sugerem os nossos resultados, que não há evidências de efeito

antineoplásico aditivo na associação da Rapa com o MMF.
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O estudo experimental desenvolvido com a inoculação de
carcinossarcoma 256 de Walker em ratos Wistar, com o intuito de avaliar o

efeito de drogas imunossupressoras, isoladas ou em associação, sobre o

crescimento ou a regressão tumoral nos permitiu concluir:

1. A Rapamicina, utilizada isoladamente ou em associação com a ciclosporina,

apresentou efeito antiproliferativo somente quando introduzida antes do

implante tumoral;

2. O Micofenolato Mofetil apresentou efeito antiproliferativo somente quando
introduzido antes do implante tumoral. A associação de Micofenolato Mofetil

com Ciclosporina aboliu o efeito antitumoral do Micofenolato;

3. A Ciclosporina A não induziu crescimento tumoral significativo do

Carcinossarcoma 256 de Walker;

4. Não foi verificado sinergismo da associação Rapamicina + Micofenolato

Mofetil na inibição do crescimento tumoral;

5. O isolamento das células do carcinossarcoma de Walker utilizando o

gradiente de Ficoll-Hypaque é uma metodologia eficaz que permite a obtenção
de uma suspensão tumoral menos contaminada com outros tipos celulares.

Entretanto, o crescimento tumoral é comparável ao observado em animais

inoculados com a suspensão obtida pela técnica padrão.
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