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inoculacao tumoral.

Figura 30. Peso corporal de animais inoculados com carcinossarcoma
256 de Walker, segundo o grupo de tratamento: agua mineral (cont, n=9),
Rapamicina (Rapa, n=8) ou associagcdo Rapamicina + Ciclosporina
microemulsado (CsA + Rapa, n=9) ou Micofenolato Mofetil (MMF + Rapa,
n=9), administrados por via oral e iniciados 24 horas antes da inoculagao
tumoral.

Figura 31. Crescimento tumoral em animais inoculados com
carcinossarcoma 256 de Walker, segundo o grupo de tratamento: agua
mineral (cont, n=7), Ciclosporina microemulsao (CsA, n=9), ou associagéo
Ciclosporina microemulsao + Micofenolato mofetil (CsA + MMF, n=8),
todos administrados por via oral e iniciados 24 horas antes da inoculagao
tumoral.

Figura 32. Rato Wistar AF macho com carcinossarcoma 256 de Walker
implantado na regido subcuténea axilar direita e submetido a tratamento
com agua mineral, iniciada 24 horas antes do implante tumoral e
administrada durante 10 dias por via oral.

Figura 33. Rato Wistar AF macho com carcinossarcoma 256 de Walker
implantado na regido subcutanea axilar direita e submetido a tratamento
com a) Ciclosporina microemulsdo, 10 mg/kg/dia; b) Micofenolato mofetil,
10 mg/kg/dia, todos iniciados 24 horas antes do implante tumoral e
administrada durante 10 dias por via oral.

Figura 34. Carcinossarcoma 256 de Walker dissecado da regiao
subcutdnea axilar direita, em animais submetido a tratamento com a)
agua mineral; b) Ciclosporina microemulsdo (CsA, 10 mg/kg/d); c)
Ciclosporina microemulsdo associada a Micofenolato mofetil (MMF,
10mg/kg/d), todos iniciados 24 horas antes do implante tumoral e
administrada durante 10 dias por via oral.

Figura 35. Peso corporal de animais inoculados com carcinossarcoma

256 de Walker, segundo o grupo de tratamento: agua mineral (cont, n=7),

124

127

132

134

135

136

XXVi



Ciclosporina microemulsdo (CsA, n=9) ou associagdo de Ciclosporina
microemulsdo + Micofenolato Mofetil (CsA + MMF, n=8), administrados
por via oral e iniciados 24 horas antes da inoculagdo tumoral.

Figura 36. Crescimento tumoral em animais inoculados com
carcinossarcoma 256 de Walker, segundo o grupo de tratamento: agua
mineral (cont, n=7), Rapamicina (Rapa, n=10) ou Micofenolato Mofetil
(MMF, n=9), iniciados no 4° dia apés a inoculagdo tumoral e
administrados por via oral durante 7 dias.

Figura 37. Rato Wistar AF macho com carcinossarcoma 256 de Walker
implantado na regido subcutanea axilar direita e submetido a tratamento
com a) agua mineral; b) Rapamicina, na dose de 1,5 mg/kg/dia, ambas
iniciadas no 4° dia ap6s o implante tumoral e administrada durante 7dias
por via oral.

Figura 38. Rato Wistar AF macho com carcinossarcoma 256 de Walker
implantado na regido subcutanea axilar direita e submetido a tratamento
com Micofenolato mofetil, na dose de 1,5 mg/kg/d, iniciado no 4° dia apds
o implante tumoral e administrado durante 7dias por via oral.

Figura 39. Carcinossarcoma 256 de Walker dissecado da regiao
subcutanea axilar direita, em animais submetido a tratamento com a)
agua destilada; b) Rapamicina, 1,5 mg/kg/d); c) Micofenolato mofetil,
10mg/kg/d), todos iniciados no 4° dia apés o implante tumoral e
administrada durante 7 dias por via oral.

Figura 40. Peso corporal de animais inoculados com carcinossarcoma
256 de Walker, segundo o grupo de tratamento: agua mineral (cont),
Rapamicina (Rapa) ou Micofenolato Mofetil (MMF), todos iniciados no 4°
dia apés a inoculagdo tumoral e administrados por via oral durante 7 dias.
Figura 41. Crescimento tumoral em animais inoculados com
carcinossarcoma 256 de Walker, utilizando células tumorais isoladas sem
e com gradiente de Ficoll-Hypaque.

Figura 42. Rato Wistar AF macho com carcinossarcoma 256 de Walker

implantado na regido subcutanea axilar direita a partir de uma suspensao

138

143

145

146

147

149

154

XXVii



de células tumorais isoladas (a) sem gradiente de ficoll; (b) com gradiente

de ficoll.

Figura 43. Carcinossarcoma 256 de Walker dissecado da regido

subcutdnea da axila direita, em animais sendo injetados com 1ml
suspenséo contendo 1 X 10° células isoladas (a) sem gradiente de ficoll;
(b) com gradiente de ficoll.

Figura 44. Peso corporal de animais inoculados com carcinossarcoma
256 de Walker, utilizando células tumorais isoladas com e sem gradiente
de Ficoll-Hypaque.

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 1,5 mg/kg/dia, ou azeite de oliva, (Az-Ol, n=9),
ambos iniciados no 4° dia apés a inoculagao tumoral e administrados por
via oral durante 10 dias.

Figura 46. Carcinossarcoma 256 de Walker dissecado da regido
subcutanea da axila direita, em animais sendo submetidos a tratamento
com Rapamicina (Rapa, 1,5 mg/kg/d) ou azeite de oliva (Cont), iniciados
no 4° dia apés o implante tumoral e administrados durante 10 dias por via
oral.

Figura 47. Rato Wistar AF macho com carcinossarcoma 256 de Walker
implantado na regido subcutanea axilar direita e submetido a tratamento
com: a) Azeite de oliva por via oral iniciado, no 4° dia ap6s o implante
tumoral e administrado durante 10 dias; b) Rapamicina, na dose de
1,5mg/kg/d, iniciada no 4° dia apds o implante tumoral e administrada por
via oral durante 10 dias.

Figura 48. Peso corporal de animais inoculados com células isoladas de
carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com azeite de oliva (Az-Ol,
n=9) ou Rapamicina (Rapa, n=9), na dose de 1,5 mg/kg/dia, ambos
iniciado no 4° dia apés a inoculagdo tumoral e administrado por via oral
durante 10 dias.

Figura 49. Mecanismos de transducéo de sinal sensivel a Rapamicina

156

157

160

164

166

167

169
183

XXViil



ADN
Ag
Akt
ALG
AMP
o-IR-3
AP-1
APC
APRTase
ARN
ARN pol i
ATG
AUC
AZA
Az-Ol
°C
Ca*?
CAAs
CCDA
Cdks
CFL

Cmax
CMvV
Cont
CPAg
CPH
CsA

ABREVIATURAS

acido desoxiribonucléico

antigeno

proteinoquinase B

globulina anti-linfocitica

adenosina 5’-monofosfato

anticorpo monoclonal contra IGF-1R
proteina de ativacdo 1

células apresentadoras de antigenos
adenina fosforibosiltransferase

acido ribonucléico

RNA polimerase I

globulina anti-timocitica

area sob a curva

azatioprina

azeite de oliva

grau centigrado ou Celsius

calcio

células apresentadoras de antigenos
citotoxicidade celular dependente de anticorpo
quinases ciclinas-dependentes
ciclofilina

ciclofilina

concentracao maxima
citomegalovirus

controle

célula apresentadora de antigeno
Complexo Principal de Histocompatibilidade

ciclosporina microemulisao

XXiX



CSF-GM

CTTR

D

DAG

dATP
dGTP

DHT

DNA

Dm

EBV
EDTA-ERA

4EBP1
EV-HPV
FKBP-12
FK 506
FNT
FRAP

g

G

GDP
GMP
GTP

HBV

HLA

HDL
HGPRTase
HPLC
HPLC-MS

fator estimulador de col6nia de granulécitos e
mondécitos

Cincinnati Transplant Tumor Registry

dia, day

diacilglicerol

desoxi adenina trifosfato

desoxi guanosina trifosfato
hipersensibilidade tardia

acido desoxiribonucléico

didametro maior

Epstein-Barr virus

European Dialysis and Transplant Association-
European Renal Association

proteina 1 de ligacéo do fator iniciador 4E
epidermodisplasia-verruciforme

FK-binding protein 12

tacrolimus

fator de necrose tumoral

FKBP-rapamycin associated protein

~ grama

grupo

guanosina difosfato

guanosina 5’-monofosfato

guanosina trifosfato

virus da hepatite B

antigeno leucocitario humano

lipoproteina de alta densidade
hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferase
cromatografia liquida de alta resolucéo
cromatografia liquida de alta resolucéo

com espectrometria de massa

XXX



HPV
IBAs
ICAM-1
IDL
IGF
IGF-1R

IkBs
IMP
IMPDH
INF

IL-2R
IP3
kd

Kf

LDL
mAbs
LFA
LMP
MEIA
MMF
mg

ml
MPA
MPAG
mRNA
mTOR
MTW

papilomavirus

ensaio de ligacao da imunofilina
intercellular adhesion molecule
lipoproteina de intensidade intermediaria
fator de crescimento semelhante a insulina
receptor do fator de crescimento semelhante a
insulina

inibidores do fator nuclear B

inosina 5’-monofosfato

inosina monofosfato desidrogenase
interferon

interleucina

receptor da interleucina 2

inositol 1,4,5-tri-fosfato

quilodaltons

coeficiente de ultrafiltracdo

quilograma

lipoproteina de baixa densidade
anticorpo monoclonal

leucocyte function-associated antigen
proteina de membrana latente
enzima-ensaio com microparticulas
micofenolato mofetil

miligrama

mililitro

acido micofendlico

glucoronideo do acido micofendélico
acido ribonucléico mensageiro
mammalian target of rapamycin

peso tumoral médio

ndmero



NCI
NER
NFAT
NF-xB
NIPC
NK
Nm
OKT3
PHAS-1
PDGF
PIKKs
PI3K
PIP2
PKC
PLC
PO
PRPP
PRED
p70S%
PTKs
PTLD

Rapa
RAFT1
RAP1
RC
RHA
RIA
mRNA
RR

Sc

Instituto Nacional Cancer

nucleotide excision repair

fator nuclear das células T ativadas

fator nuclear «B

neoplasia indiferenciada de pequenas células
células natural killer

nanémetro

anticorpos monoclonais anti-CD3
phosphorilated heat- and acid-stable protein
fator de crescimento derivado de plaquetas
fosfoinositidio 3-quinase relacionada a quinases
fosfatidilinositol 3-quinase

fosfatidil-4,5 bifosfato;

proteinoquinase C

fosfolipase C

per os

fosforibosilpirofosfato

prednisona

proteina 40S ribossomal S6 cinase
proteinas tirosina-quinases

doencas linfoproliferativas

rejeicao aguda

Rapamicina

Rapamycin-FKBP target 1

Rapamycin associated protein 1

rejeicao crénica

rejeicao hiperaguda

radioimunoensaio

acido ribonucléico mensageiro

risco relativo

subcutaneo

Xxxii



TRL
Tc
tmax
TCR
TGF
Th

Tl

TV
W
U.N.O.S.
uvB
VCAM
VLA-4
VEGF
Vo

Vs

XMP

ng
pum

Tacrolimus

linfécitos T citotdxico

tempo maximo

receptor de células T

fator de crescimento e transformacgao
linfocitos T helper

% inibicao/crescimento

volume tumoral

peso tumoral

United Network for Organ Sharing, Richmond
ultravioleta

vascular cell adhesion molecule

very late activation antigen.

fator de crescimento do endotélio vascular
via oral

versus

vezes

xantosina monofosfato

microlitro
micrograma
micrémetro
P FF i =n F£EA
SHIVERSIDADE T+ 'M

RIBLIOTEC?

xxxiii



RESUMO

“EFEITO DOS IMUNOSSUPRESSORES CICLOSPORINA MICROEMULSAO, MICOFENOLATO
MOFETIL E RAPAMICINA NO DESENVOLVIMENTO DO TUMOR DE WALKER”. SONIA LEITE
DA SILVA. Tese apresentada ao Curso de Pés-Graduagdo em Farmacologia do Departamento de
Fisiologia da Universidade Federal do Ceara como pré-requisito para obtengdo do titulo 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 ficoll-hypaque.

Métodos e Resultados: Um 1 milhdo 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), %
inibic&o/crescimento tumoral (Tl) e peso tumoral (TW) foram analisados por ANOVA multivariada e
univariada. Experimento I: (grps): 1-Controle (Cont, n=10), agua mineral; 2-Rapamicina,
1,5mg/kg/dia (Rapa, n=10); 3-Ciclosporina microemulséo, 10mg/kg/d, (CsA, n=10); 4-Micofenolato
mofetil, 10mg/kg/d (MMF, n=10). As drogas foram introduzidas 24h antes da inoculag&o do tumor e
admlmstradas v. 0. durante 10 dias. No 10° dia, TV foi menor no grp Rapa do que no Cont
(6,8+2, 7cm’ vs. 14,9+4,2cm3, p<0,001), mas semelhante ao da CsA (13,9+3,0cm® , p=0,89). TV foi
menor no grp MMF em relagso ao Cont (10,3+2,8cm®, p<0, 05). TI: 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 lI: Cont (n=9); Rapa (n=8); Rapa+CsA (n=9);
Rapa+MMF (n=9). Todas as drogas foram iniciadas 24h antes da inoculagio 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+3,8cm’;
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 lll: 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 (19,743 7cm) foi semelhante (p=0,435) aos da CsA (18,3+3,4cm ) e Cont
(19,14£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 apés o implante tumoral e administradas durante
7 dias. No 10° d|a TV nos grps Rapa e MMF foram semelhantes ao Cont (Rapa=13,2+3,2cm° e
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—O 229). Experimento V: Técnica de Isolamento das
Células Tumorais. A suspensdo de células tumorais foi centrifugada em gradiente de Ficoll-
Hypaque e 1 ml da suspens&o foi injetado sc. na axila direita (n=10) e TV, TW foram comparados
com animais injetados com 1ml da suspens&o de células utilizando a técnica sem gradiente de
ficoll-hypaque (n—10) No 10° dia, nenhuma diferenga foi observada no TV (sem ficoll=17,9+3,8 e
com ficoll=17,2+4,4cm®; 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. Exgerlmento VI: foi avaliado o efelto da Rapa sobre o crescimento tumoral
utilizando o gradiente de ficoll para isolamento das células tumorais. Cont (n=10) azeite de oliva;
Rapa (n=10). Rapa foi iniciada no 4° dia ap6s o implante tumoral e administrada por v. o. durante
10 dias. No 13° dia, TV no grp da Rapa (21,146,0 cm®) foi semelhante ao Cont (24,946 ,4cm®;
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).
Conclusodes: 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 & CsA microemulsio ou
MMF. MMF também atenua o crescimento do carcinossarcoma de Walker quando usado
isoladamente, porém este efeito inibitério & perdido quando o MMF é associado & CsA. N&o existe
sinergismo para inibicéo do crescimento tumoral com o emprego da associagdo Rapa + MMF. O
efeito antiproliferativo da Rapa e do MMF é perdido quando as drogas s&o introduzidas apds 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. SONIA 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 Ellsabete
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 (T1), 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. 7cm’ vs.
14.94+4.2cm3, p<0. 001) in opposition to CsA (13.943. Ocm p=0.89). TV was lower in MMF than in
Control (10.3£2. 8cm®, 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
(3.841. 5cm>: 3.1+1.2cm° and 4.6+2.7cm® vs. 10.9+3.8cm>; p<0.0001). TW was also lower in theses
groups than in Control (3.5+1.2g; 2.340.4g; 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 lll: 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=0.43 J in MMF+CsA (19.7+£3.7cm %) as compared to CsA
(18.343. 4cm) 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 admmlstered over 7 days. On
day 10, TV in Rapa and MMF were similar to Control (Rapa=13.2+3. 2cm® and MMF=12.345.5cm° vs
Control=14.9+7.4cm?, 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—O 229). Experiment V: Isolation Technique of Tumoral cells Using a
Ficoll-Hypaque Gradient. The tumoral cells were centrifuged on a Ficoll-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=17.2+4. 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
admlnlstered p. 0. over 10 days. On day 13, TV in Rapa (21.146.0 cm %) was similar to Control
(24.946.4cm®, 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 Ceara foi realizado em 1977 no
Hospital Universitario Walter Cantidio e, desde entdo, 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 realizagdo de 505 transplantes. |

A Central de Transplantes de Estado do Ceara foi criada em junho de 1998
e desde a sua criagéo foram realizados 510 transplantes renais, 35 cardiacos e 10

hepaticos.

Estes receptores de transplante, tratados com drogas imunossupressoras
para evitar a rejeicdo do enxerto, apresentam elevado risco de desenvolvimento
de neoplasias, principalmente de pele, devido a exposi¢éo solar intensa em nossa
regido. A incidéncia de neoplasias nos receptores de transplante e a morbidade e
mortalidade associadas justificam o investimento em pesquisas que visem obter
mais informagbées sobre a participacdo das novas drogas imunossupressoras
sobre o desenvolvimento de tumores, o que constitui o objetivo principal desta
tese. Informagées cientificas recentes de que agentes como micofenolato mofetil e
rapamicina poderiam exercer agdo antineoplasica, evitando a progresséo de
neoplasias ou favorecendo a sua regressdo, representaram um dos principais

argumentos para a realizagéo deste trabalho.

No capitulo introdutério descrevemos inicialmente a evolugéo natural de um
transplante, a partir dos mecanismos de reconhecimento do antigeno, os diversos
tipos de rejeicdo, bem como as drogas imunossupressoras utilizadas para sua
profilaxia. As drogas empregadas em nosso modelo experimental foram a
Ciclosporina microemuls&o, o Micofenolato mofetil e a Rapamicina. A abordagem
de cada droga envolveu a sua composi¢do quimica, farmacocinética, mecanismo
de acdo e toxicidade. Por ultimo, um enfoque especial foi dado & ocorréncia de

neoplasias, complicagido decorrente da imunossupressdo, com demonstraces

XXXVI



das diferentes incidéncias de neoplasia de acordo com as regides, tipo de
transplante e tempo de imunossupressédo. 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 reprodutivel de tumor, de rapido crescimento, com
baixo grau de metastases, que vem sendo utilizado em nossa Universidade ha
varios anos para testar a agdo de substancias 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 associacdo de drogas como CsA+Rapa,
CsA+MMF ou MMF+Rapa sobre o crescimento tumoral, apbs a inoculagdo de um
milhdo de células tumorais na regido subcutanea axilar direita em ratos Wistar
machos. As drogas foram iniciadas 24 horas antes do implante tumoral. Os
parametros avaliados foram volume e peso tumoral, percentagerﬁ de inibicdo 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 ja se rapresentava em

fase de crescimento, ou seja no 4° dia apés 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, hemacias, granuldcitos e plaquetas que permanecem na
suspensdo celular e que talvez pudessem interferir no crescimento tumoral. Uma
vez mostrado que a célula tumoral permaneceu viavel, foi realizado um estudo

comparativo entre as duas técnicas

Por ultimo, investigamos novamente a agdo da Rapamicina na regressao

tumoral utilizando a nova técnica de obtencéo da suspenséo celular.
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Os resultados destes experimentos s&o de grande importancia, 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 realizagédo do primeiro transplante com sucesso entre humanos
por J. E. Murray em 1954, o grande desafio dos transplantes de 6rgéos tem
sido controlar a resposta imune do receptor dirigida contra o enxerto do doador,
processo conhecido como rejeicdo (HAMILTON, 1988). O conhecimento dos
mecanismos de rejeicdo s6 foi possivel gracas a melhor compreensdo dos

mecanismos de resposta imune.

1. MECANISMOS DE RESPOSTA IMUNE

1. 1. Fase de Reconhecimento Antigénico e Ativacao dos Linfocitos

O primeiro passo no inicio da resposta imune é o reconhecimento
antigénico. As principais moléculas envolvidas neste reconhecimento formam o
Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH), também conhecido como
Sistema de Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA). Este Complexo esta
localizado no brago curto do cromossoma seis e pode ser dividido em duas
classes de moléculas: classe | localizada nos loci A, B, C, e classe Il, localizada
nos loci DR, DP, DQ (ROITT et al., 1999).

As moléculas de classe | sdo expressas em quase todas as células
nucleadas do organismo, sendo responsaveis pela ativacdo dos linfécitos
CD8+, enquanto que as de classe Il sdo expressas principalmente nas células
imunocompetentes, incluindo macréfagos, células dendriticas, linfécitos B, e
sdo responsaveis pela ativagdo dos linfécitos CD4+. Células endoteliais e
tubulares renais, entre outras, podem ser induzidas a expressarem moléculas
de classe Il em resposta a citocinas inflamatérias, principalmente interferon y
(INF-y), adquirindo um papel estimulatério na resposta imune ao transplante
(PANAJOTOPOULUS et al., 1997; ABBAS et al., 2002a).

O reconhecimento dos aloantigenos é realizado pelo receptor localizado
na superficie dos linfocitos T (TCR). Estes aloantigenos sdo apresentados aos
linfécitos T pelas células apresentadoras de antigenos (CAAs), em forma de
peptideos, sempre ligados as moléculas do CPH (PADUA NETO, 1999).
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As CAAs podem ser células do doador presentes dentro dos 6rgéos
vascularizados no momento do transplante, os chamados “leucécitos
passageiros”. Estas células expressam moléculas de classes | e Il e podem
estimular diretamente os linfécitos T, iniciando o processo de rejeicdo. Esta
constitui a via direta de alo-reconhecimento do antigeno (PADUA NETO,
1999).

Na via indireta, as CAAs do receptor fagocitam os aloantigenos do
doador, processam peptideos ligados as moléculas do CPH, expressando-os
na fenda da superficie celular (PADUA NETO, 1999).

A ligacdo do aloantigeno ao TCR, o primeiro sinal para a ativagdo dos
linfécitos T, € importante, porém, ndo suficiente para o desencadeamento do
processo de rejeicdo ao enxerto. Sinais co-estimulatérios sdo necessarios para
ativar as células T (SALOMON et al., 1998).

Moléculas de adesdo sdo expressas nas células T e se unem a seus
respectivos ligantes, localizados nas superficies das CAAS, com a finalidade de
estabilizar a adesao intercelular. A expressdo destes ligantes nas CAAS é
regulada por citocinas inflamatérias, como interleucina 1 (IL-1), IL;6, fator de
necrose tumoral (FNT), INF-a e INF-B. Este fato explica porque as CAAs
ativadas por citocinas sdao mais eficientes na ativacdo das células T e esta
observagéao também pode ser aplicada para as CAAs amadoras, por exemplo,
células endoteliais ativadas por citocinas (SALOMON et al., 1998). Isto pode
explicar porque a rejeicdo € mais comum nos primeiros meses apés o
transplante e porque pacientes estaveis com infecgédo ativa podem subitamente
desenvolver rejeicdo aguda. A necrose tubular aguda pode ser considerada um
estado pro-inflamatério. A morte cerebral do doador é freqliientemente
associada a trauma grave, hipotermia, instabilidade hemodindmica ou
bacteremia subclinica, devida a miultiplas pungdes endovenosas antes da
retirada dos 6rgaos. Assim, a maior incidéncia de rejeicdo em enxertos com
funcdo retardada poderia ser explicada pelo aumento na expressdo dos

ligantes co-estimulatérios induzido pelas citocinas (SALOMON et al., 1998).
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Entretanto, o aumento da adesdo entre as células também ndo é
suficiente para ativar as células T, sendo necessario que ocorra o segundo
sinal de ativacdo. Na verdade, os sinais do complexo TCR/CD3, se nao forem
acompanhados do segundo sinal, podem levar a inativacao celular, também

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

O segundo sinal melhor conhecido ocorre pela ligagdo das moléculas
CD28 dos linfocitos T com as moléculas co-estimuladoras B7-1 (CD80) e B7-2
(CD86), expressas na superficie das CAAs “profissionais”, incluindo células
dendriticas, macréfagos e linfécitos B. Essas moléculas, ausentes ou
expressas em baixos niveis nas células T em repouso, sdo induzidas por varios
estimulos, como endotoxinas, INF-y e ligagdo do CD40L da célula T ao CD40
localizado na superficie das CAAs. As células T ativadas expressam outras
moléculas de superficie, como CTLA-4, homéloga de CD28, que transmite
sinais que inibem a ativagdo das células T, podendo exercer um papel no

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

O segundo sinal de ativagdo desencadeia o sistema de segundo-
mensageiro, que mobiliza calcio dos estoques intracelulares e, por sua vez,
fosforila uma proteinoquinase, aumentando a sintese e expressao de IL-2 e de
seu receptor (IL-2R), essenciais para a expansao clonal das células CD4+
(ABBAS et al., 2002b).

Os linfécitos CD4+ sao divididos em duas populacdes: Th1 e Th2, que
se diferenciam pelo perfil de interleucina que cada um produz. Os linfécitos Th1
produzem IL-2, IL-3, FNT-B, INF-a, -B, -y, € sdo responsaveis pela resposta
imune mediada por células. Os linfécitos Th1 ativam os principais fagocitos
(macrofagos e neutréfilos) e as células CD8+ (figura 1). Os linfécitos Th2 s&o
produtores de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 e sdo responsaveis pelo componente
humoral da resposta imune, pois ativam os linfocitos 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 funcéo regulatéria sobre a outra. O INF-f inibe a expressao

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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Ativacao do macrofago
(aceleraciio da morte
microbiana)

Figura 1. Funcgbes 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
macréfagos para aumentar a fagocitose e a morte dos micrébios nos
fagolisosomas e sobre os linfécitos B para aumentar a produgéo de anticorpos
IgG que opsonizam os micrébios para a fagocitose. A IL-2 € um fator de
crescimento autécrino predominante para esta subpopulagdo de células T e,
juntamente com o INF-y, podera contribuir para a diferenciacdo das células

CD8+ em linfécitos T citoliticos. A linfotoxina ativa os neutréfilos.

APC = células apresentadoras de antigenos, INF = interferon, IL = interleucina
(ABBAS et al., 2002¢c)
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Anticorpos IgG
neutralizantes
' | (humano: IgG4;
murino: IgG1)

Células T;2

Desgranulagao

de mastocitos

das citocinas derivadas da Th1.

APC= células apresentadoras de antigenos.

(ABBAS et al.,2002c).

/‘f / Proliferagao e

£/ diferenciagao

Eosindfilo

Ativagao de
macrofagos
2
h g b g

\ 89

|

&

4

Supressao da
ativacao de
macrofagos

Eosinofilo
ativado

Figura 2. Fungdes 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 produgdo de anticorpos que se ligam aos mastécitos, tais
como IgE. A IL-4 é também uma citocina de crescimento e diferenciacéo
autécrina para as células Th2. A IL-5 ativa os eosinéfilos. As citocinas
originadas das células Th2 antagonizam os efeitos de ativagdo dos macréfagos
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As células natural killer (NK) sédo grandes linfécitos granulares que
apresentam atividade espontanea contra células-alvo, nao havendo
necessidade de exposicdo prévia aos antigenos como os linfécitos T
(imunidade natural). Elas s&o derivadas de uma linhagem linféide diferente dos
linfécitos T e sdo CD3 -, CD16+, CD56+. Sua fungéo é destruir células com
expresséo diminuida ou aberrante de moléculas de classe | do CPH, podendo
ser importantes na deteccdo de células infectadas por virus ou de células
malignas (IMBODEN et al., 2000).

As células NK utilizam granulos citoplasmaticos contendo perforinas e
granzimas para destruir as células, sdo capazes de destruir células recobertas
por anticorpos (citotoxicidade celular dependente de anticorpo - CCDA),
produzem INF-y, TNF-a e fator estimulador de coldnias de granulécitos-
macréfagos (CSF-GM). A produgcdo de INF-y pode amplificar a resposta
imunolégica celular, aumentando a ativacdo de macréfagos e desviando a
diferenciacao de Th2 em Th1 (IMBODEN, 2000).

Uma citocina chave na rejeicao € o INF-y, porque ativa os macréfagos,
as células endoteliais e aumenta a expressdo das moléculas de classe | e Il do
CPH (PADUA NETO, 1999).

Apés a ativagdo dos linfocitos, ocorre a migracéo dos leucécitos para o
tecido transplantado. Para que esta migragcéo ocorra, € necessario que haja um
aumento na expressao das moléculas de adesao na superficie dos leucocitos e
das células endoteliais, o que facilita a diapedese dos leucécitos, que uma vez
no tecido transplantado, iniciardo o processo de citotoxicidade e destruicao do
aloenxerto. As principais moléculas de ades&o leucocitarias s&o LFA-1
(lfeucocyte function-associated antigen-1), VLA-4 (very late activation antigen) e
L-selectina, enquanto que as moléculas de adesdo vascular sdo ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1), ICAM-2, VCAM-10 (vascular cell adhesion
molecule-10) (PADUA NETO, 1999).
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2. TIPOS DE REJEIGAO AOS ENXERTOS

Rejeicdo € um processo de destruicdo do 6rgdo transplantado pelo
hospedeiro que é iniciado e dirigido contra antigenos estranhos ou préoprios do
enxerto (REICHEL et al.,1997).

O termo “crise de rejei¢ao” foi utilizado pela primeira vez por Hamburger
et al. (1959) quando descreveram um paciente apresentando insuficiéncia renal

aguda reversivel ap6s receber um rim de seu irmdo gémeo nao homozigético.

Com as melhorias desenvolvidas nas técnicas cirlrgicas, nas terapias
contra bactérias, virus e fungos, e na selecdo de doadores e receptores, a
origem imunolégica passou a ser a principal causa precoce e tardia de perda
de enxertos (GILKS et al., 1990).

2. 1. Rejeicao Hiperaguda - RHA

A RHA ocorre rapidamente, freqiientemente dentro de minutos a horas
apos o restabelecimento do fluxo sanglineo do érgao transplantado. O 6rgao
torna-se cianético, mosqueado, edemaciado e a sua funcdo cessa.
Histologicamente, a reacdo é caracterizada por deposicado de anticorpos, lesdo
endotelial, necrose fibrindide, proeminente infiltrado de leucécitos
polimorfonucleares, formacdo de trombos plaquetarios e escasso infiltrado
linfocitario (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 s&o anticorpos IgG
contra antigenos de classe | do Sistema HLA (ou CPH) e anticorpos IgM contra
grupos sangiiineos ABO (MORLEY, 1994; PAUL et al., 1978; FRYER et al.,
1994).

A formacado de anticorpos anti-HLA pode ser induzida por transfusbes
sanglineas, gravidez e transplante de 6rgaos, sendo que este ultimo parece ter
um maior efeito na sensibilizacdo (SANFILIPPO et al., 1982).
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Relatos de RHA associada a anticorpos contra antigenos endoteliais
especificos e antigenos de classe |l do Sistema HLA s&o menos freglientes.
Este tipo de rejeicdo & provocado por anticorpos humorais dirigidos contra
aloantigenos do doador expressos nas células endoteliais (DEMIRHAN et al.;
1998). Teoricamente, a RHA pode ser prevenida pela realizacdo de provas
cruzadas (crossmatch) pré-transplante e de transplantes com compatibilidade

no grupo sangiineo ABO.

Apesar do desenvolvimento nas técnicas de provas cruzadas, este tipo
de rejeicdo ainda ocorre em aproximadamente 0,1% a 1,0% dos transplantes

de rim.

A patofisiologia exata da RHA ainda nzo foi elucidada. E provavel que
mecanismo mediado por célula, mais especificamente CCDA, esteja envolvido.
Uma hipétese atual € que anticorpo especifico contra células do endotélio
vascular induza rejeicdo hiperaguda ou acelerada (AHERN et al., 1982,
MOHANAKUMAR et al., 1981; JORDAN et al., 1988).

A RHA, embora relatada em transplantes renal e cardiaco, € um evento
extremamente raro no transplante hepatico, mesmo quando realizado com
prova cruzada positiva (ADAMS, 1990).

2. 2. Rejeicao 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 antigenos do Sistema HLA, os chamados HLA-idénticos.

Woodruff (1952) notou que a RA ocorria mais comumente nas primeiras
seis semanas apoés o transplante e, apés este tempo, havia uma diminui¢céo na
sua incidéncia e gravidade. As alteragdes histopatolégicas da RA s&o
caracterizadas por um infiltrado agudo de células mononucleares,
freqiientemente atingindo a regido perivascular e provocando arterite (figuras 3

e 4). Estudos de imunohistoquimica tém mostrado que as células
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mononucleares infiltrantes sdo heterogéneas e consistem de células T,
macrofagos, células B e grandes linfécitos granulares. O padréo de infiltragéo
celular pode variar de acordo com o tipo do érgéo transplantado e no mesmo

6rgao, dependendo da regido analisada (MORLEY, 1994).

Os mecanismos celulares envolvidos s&o bastante complexos e a
interacdo entre os varios tipos de células ainda ndo esta esclarecida. Porém,
esta claro que as células T CD4+ participam de modo importante na inducao da
RA (SABLINSKI et al., 1991).

Em humanos, a responsividade das células CD8+ a aloantigenos sem
auxilio da célula CD4+ é muito limitada, sugerindo que um mecanismo celular
dependente de CD4+ seja dominante (YAMASHITA et al., 1990). Porém, com a
sensibilizacdo podem ocorrer alteragdes qualitativas na resposta memoria das
células CD4+ e CD8+, sendo a maior alteracdo detectada nas células CD8+,
que se tornam relativamente independentes do auxilio das células CD4+ e
podem isoladamente efetuar a rejeicéo, tornando a terapia com anticorpo
monoclonal anti-CD4 ou a paridade nos antigenos de classe Il do Sistema HLA

menos efetivos na prevencédo da rejeicdo aguda (HALL, 1991).

As células T podem ser divididas em dois grupos funcionais de acordo
com a capacidade de liberar citocinas e atrair macréfagos ativados para mediar
a destruicdo 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 tém sugerido que
a resposta das células T citotoxicas predomina na rejeicao aguda que ocorre
no inicio do transplante, enquanto que a resposta tipo DHT parece predominar

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

Os anticorpos freqiientemente associados com rejeicdo aguda e que
apresentam pior prognoéstico sdo aqueles dirigidos contra os aloantigenos HLA
de classe | (HALLORAN et al., 1992). O alvo destes anticorpos € o endotélio
das artérias e arteriolas da microcirculagdo e do glomérulo (TRPKOV et al.,

1996). Uma vez que o anticorpo é depositado, ocorre recrutamento de

11

INTRODUCAO



leucocitos polimorfonucleares e mononucleares, em virtude dos receptores Fc,
e linfécitos granulares grandes, via CCDA. Alteragcdes na permeabilidade da
microvasculatura podem aumentar a afluéncia de células imunocompetentes
para o intersticio do enxerto. O processo de reparagéo vascular pode resultar

em dano irreversivel para os vasos do enxerto.

Durante o processo de rejeicao renal, a expressédo de ICAM-1, VCAM-1
e de aloantigenos de classe Il do HLA é induzida de novo nas células do tabulo
renal pelas citocinas produzidas durante o processo inflamatério, tais como
FNT-a, IL-1, IL-6 e INFs (HILL et al., 1995; BISHOP et al., 1986; MOOLENAAR
et al., 1991). A exposicao das CAAs a estas citocinas aumenta a expresséo de
ligantes co-estimulatorios e favorece a ocorréncia do segundo sinal necessario
para a ativagao das células T, aumentando assim a eficiéncia na apresentacao
do antigeno. Isto pode explicar porque os episodios de rejeicdo s&o mais
comuns nos primeiros meses apés o transplante e porque pacientes com
funcdo estavel do enxerto podem subitamente apresentar rejeicéo aguda apos

uma infecgao viral.

2. 3. Rejeigcao Cronica - RC

A RC ocorre de maneira lenta e inexoravel num curso de meses a anos.
O padrao deste tipo de rejeicdo pode variar conforme o tipo de o6rgéo
transplantado. A primeira descri¢ao histopatolégica da rejeigéo cronica em rim
transplantado foi feita por Hume e cols. em 1955. Existe no rim uma triade de
alteracdes patolégicas que incluem arterioloesclerose e nefroesclerose,
relacionada a lesdo endotelial, atrofia tubular e fibrose intersticial, acarretada
pelo dano e reparo, e glomerulopatia (figura 3). As alteragbes vasculares séo
caracterizadas por espessamento da camada intimal, com progressiva ocluséo
do limen (figura 4). Este processo € mais evidente nas arteriolas arqueadas e
interlobulares, porém alteragées semelhantes podem ser observadas nas
artérias renais principais e na hialinizagdo das arteriolas aferentes e eferentes.

Este espessamento é resultado da proliferagdo miointimal das células

musculares lisas associada ao aumento do colageno (HOSTETTER et al.,
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1994, PAUL, 1999). A lesdo pode ser precedida por acimulo subendotelial de
linfécitos e macréfagos (GOULDESBROUGH et al., 1994, PAUL, 1999).

Hamburger e cols. (1964) foram os primeiros a descrever a
glomerulonefrite da rejeicdo, uma lesdo caracteristica da rejeicdo cronica,
também chamada de nefropatia da rejeicdo. O glomérulo apresenta uma
variedade de anormalidades, sendo as alteragbes mais precoces
caracterizadas por alargamento do glomérulo, hipercelularidade glomerular
com edema das células endoteliais € mesangiais, mesangidlise e infiltracdo
mesangial de células mononucleares. Imunofluorescéncia mostra deposicdo
segmentar inespecifica de IgM e fibrina, algumas vezes associada com tracos
de C3. Outras alteragdes glomerulares incluem colapso dos capilares
glomerulares, hipertrofia glomerular, expansdo da matriz mesangial com
colapso parcial ou total dos capilares glomerulares ou glomeruloesclerose
focal. O aparelho justaglomerular freqlientemente esta hipertrofiado
(HOSTETTER et al., 1994; PAUL, 1995).

O numero exato de pacientes que retornam ao tratamento dialitico
devido a RC é incerto. Estudos mostram que se excluirmos os pacientes que
morreram com enxerto funcionante, o retorno ao tratamento dialitico foi
acarretado pela RC em 50% a 80% dos pacientes (HOSTETTER et al., 1994,
SCHWEITZER et al., 1991). Por outro lado, se incluirmos os o6bitos com
enxerto funcionando, esta taxa € , em média, 25% (HOSTETTER et al., 1994,
PAUL, 1995; SCHWEITZER et al., 1991; MASSY et al, 1996).

Embora a RC seja uma causa freqliente de perda do enxerto, o
processo envolvido na sua génese nao estd 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
lesdo endotelial, que ativa e atrai linfécitos circulantes. Ativagéo e recrutamento
de macréfagos parecem ser essenciais, pelos menos em modelos de RC em

ratos.
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O endotélio arterial € o alvo proeminente, com bidépsias mostrando
arteriopatia obliterativa. Dentro da hiperplasia intimal existem variados graus de
proliferacdo da musculatura lisa e infiltrado inflamatério de macréfagos, células
T, células plasmaticas e eosinoéfilos (DEMETRIS et al., 1989).

Acredita-se que este tipo de rejeicdo 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 adeséao ICAM-1
estavam expressas nas células tubulares, no endotélio glomerular e,
possivelmente, nos capilares intertubulares em cinco das dez biopsias renais
com RC, enquanto que VCAM-1 foi induzida nos tabulos renais e endotélio

glomerular em dois enxertos.

Hancock e cols. (1993) sugerem que as moléculas ICAM-1 podem

determinar infiltragdo mononuclear e localizagéo da RC em ratos.

Um dos fatores de risco mais importantes relacionados a RC € a
frequéncia e gravidade de episédios de rejeicdo aguda (TESI et al., 1993;
BASADONNA et al., 1993). Duas hipéteses tém sido propostas para explicar
este fato. Primeiramente, episodios 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). Biopsias de enxertos renais
realizadas de rotina mostraram infiltrado focal de células inflamatorias,
principalmente de células T CD4+, que poderiam representar uma
subpopulacédo de células Th1 (RUSH et al., 1994; SOLEZ et al., 1993). Estas
células Th1 seriam responsaveis pela RA, que permaneceria localizada devido
a inibicao da geragao e ativagéo de novas células T pela IL-4 e IL-10 liberadas
pelas células Th2. Episédios subclinicos e repetidos de RA acarretariam lesao

progressiva e crénica do tecido renal (LOWRY et al., 1993).
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Outra hipétese, ndo mutuamente exclusiva, &€ que mecanismos
regulatérios da resposta imune, responsaveis por prevenir a RA, teriam um
papel importante no desencadeamento da RC. A inibicdo das células Th1 pelos
imunossupressores favorece a proliferacédo das células Th2, responsaveis pela
resposta das células B e formagao de anticorpos. Desta forma, a RC seria uma

forma de lesdo predominantemente mediada por anticorpo.

Resumindo, as lesdes vasculares da RC poderiam resultar de episédios
repetidos de RA mediados por Th1 ou les&o induzida por anticorpo e mediada
por Th2 contra antigenos localizados na parede dos vasos do érgéo

transplantado, especialmente no endotélio (PAUL et al., 1985).

Diversos mediadores, incluindo citocinas pré-inflamatérias, enzimas e
fatores de crescimento, tais como fator de crescimento e transformacao f
(TGF-B), FNT-a, angiotensina Il e endotelina parecem envolvidos nos varios
estagios da resposta inflamatéria e restauracéo teciduais. Estes mediadores
s30 sintetizados e secretados pelas células inflamatérias que invadem o tecido
e pelas células parenquimatosas ativadas do enxerto. TGF-$ € uma citocina
multifuncional que tem um papel central na formagéo e degradagéo da matriz
extracelular e seu efeito &, geralmente, promover o acumulo de matriz
extracelular. A expressio de mRNA do TGF-p é aumentada em rins

transplantados com nefropatia crénica (PAUL, 1999).

No coragdo, a lesdo patolégica predominante € uma arteriopatia
agressiva, que acomete preferencialmente a circulacéo distal. No pulméo, uma
forma semelhante de faléncia acelerada de etiologia desconhecida é chamada
de bronquiolite obliterante. No figado, embora a rejeicéo nos primeiros meses
seja relativamente incomum, leséo gradual dos ductos biliares pode ocorrer
sem evidéncia clinica de lesdo inicial, a qual é chamada de “vanishing bile duct
syndrome”. Da mesma forma, RC de pancreas total ou segmentar
transplantado tem sido descrita com quadro histolégico semelhante aos demais
6rgaos (BURDICK, 1991; TULLIUS et al., 19953).
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Figura 3. Mecanismos imunes da rejeicdo de enxertos.

A - Na rejeicdo hiperaguda, os anticorpos reativos pré-formados no endotélio
vascular ativam o complemento e desencadeiam uma rapida trombose
intravascular e necrose da parede do vaso.

B - Na rejeicdo celular aguda, os linfécitos T CD8+ reativos com os
aloantigenos nas células endoteliais e nas células parenquimatosas medeiam o
dano a esses tipos celulares. Os anticorpos alorreativos formados depois da
incorporagdo podem também contribuir para a lesdo vasculbar.

C — Na rejeigéo cronica com arterioesclerose do enxerto, a lesdo da parede do
vaso induz proliferacéo de células musculares lisas na intima e ocluséo luminal.
A lesdo pode ser causada por uma reagédo de hipersensibilidade tardia (DHT)
aos aloantigenos contidos na parede dos vasos.

(ABBAS et al., 2002d)
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Figura 4. Histopatologia das diferentes formas de rejeicéo do enxerto.

A - Rejeicdo hiperaguda de um enxerto renal com lesdo endotelial, trombos de
plaquetas-e de trombina, e inicio de infiltrag&o de neutrofilos em um glomérulo.
B-— Rejeicdo aguda de um rim com células inflamatérias no intersticio e entre
as-células epiteliais dos tubulos.

C - Rejei¢éo aguda de uma aloenxerto renal com reagéo inflamatéria destrutiva
da camada endotelial de uma-artéria.

D - Destruicdo de um aloenxerto renal com arterioesclerose do enxerto. O
limen vascular esta substituido por um acumulo de células de musculo liso e
de tecido conjuntivo na intima dos vasos.

(ABBAS et al., 2002d).
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3. DROGAS IMUNOSSUPRESSORAS

3. 1. CICLOSPORINA A

a) Quimica

A CsA é um undecapeptideo ciclico hidrofébico 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
quimica da CsA (PETCHER et al., 1976). E um peptideo neutro, rico em
aminoacidos hidrofébicos, insolivel em agua e n-hexano, porém soluvel em
lipideos e outros solventes organicos (BOREL, 1994). A atividade
imunossupressora parece estar relacionada aos aminoacidos hidrofilicos nas
posicdes 11, 1, 2 e 3 (LORBER, 1991).
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Figura 5. Estrutura quimica da ciclosporina A. A ciclosporina A é um peptideo
ciclico hidrofébico formado por 11 aminodcidos, isolado do. fungo
Tolypocladium inflatum Gams, cuja estrutura foi elucidada por Petcher e cols.
em 1975 (PETCHER et al., 1976).
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b) Farmacocinética

A CsA é absorvida no intestino delgado, principalmente no ileo distal.
Diversos fatores afetam a absorcdo, como o aumento da motilidade
gastrintestinal, reduzido esvaziamento gastrico, insuficiéncia pancreatica
exécrina, colestase, esteatorréia e terapia com colestiramina. A administracao

de CsA concomitante com alimentos parece aumentar a absor¢éo da droga
(LORBER, 1991).

O nivel de absorcdo da CsA apds administragéo oral € altamente
variavel (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 apos a
ingestao 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 plasmatica é ligada a proteina, em
grande parte as lipoproteinas (WOOD et al., 1983; NIEDERBERGER et al.,
1983)

A administragdo crénica da CsA resulta no acimulo da droga na pele e
gordura, em particular, e niveis elevados também ocorrem no figado, rins,
6rgaos linféides e glandulas endocrinas (KEOWN et al., 1982; SMITH et al.,
1983; ATKINSON et al., 1983a).

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

Uma nova preparagdo da CsA para uso oral na forma de um pré-
concentrado de microemulsdo foi desenvolvida. Esta nova formulagdo em
contato com a solugdo aquosa dos fluidos gastrintestinais forma imediatamente
uma microemulsdo aumentando a absorg¢éo, melhorando a biodisponibilidade

da droga e reduzindo a variabilidade na farmacocinética intra e interindividual.
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Estudos tém demonstrado redugdo na incidéncia de rejeicdo aguda e na
toxicidade com esta nova formulacdo (FREI et al., 1994; HOLT et al., 1994;
MUELLER et al., 1994).

A CsA é metabolizada pelo figado, através do sistema P450-llIA
citocromo oxidase, e mais de 80% dos metabdlitos sdo excretados pela bile
nas fezes (WOOD et al., 1983, LA TOUR DU PIN, 1989). Recirculagdo
enterohepatica tem sido relatada (KAHAN et al., 1983).

A excrecdo urinaria apés uma Unica dose é de 0,1% da droga nativa e
10% dos metabdlitos (WOOD et al., 1983). Disfuncdo hepatobiliar diminui a
eliminacéo da droga de maneira importante, enquanto que a insuficiéncia renal

ndo altera os niveis sangiliineos desta droga (KEOWN et al., 1982).

O “clearance” da CsA em criangas foi 40% mais rapido 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
niveis sangiliineos da CsA, como cetoconazole, eritromicina, claritromicina,
contraceptivos orais, bloqueadores dos canais de calcio, metilprednisolona. Por
outro lado, drogas que induzem o sistema P-450 podem causar redugéo nos
niveis sangiiineos da CsA, como rifampicina, fenobarbital, carbamazepina,
isoniazida (WADHWA et al., 1987; LA TOUR DU PIN, 1989; YEE, MCGUIRE,
1990; LORBER, 1991).

Devido a marcada variabilidade na absorcdo, medida dos niveis
sanguineos tem sido utilizada para monitorar a adequacéo do tratamento e
evitar a toxicidade da droga. A CsA pode ser dosada no sangue total ou no
soro utilizando cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC) e
radioimunoensaio (RIA). A HPLC mede a droga mae enquanto que o RIA avalia
a droga mae e seus metabdlitos, resultando em niveis que podem ser duas a
trés vezes mais elevados (COHEN et al., 1984; KAHAN, 1989). Embora

existam fortes evidéncias de que os efeitos predominantes da CsA sejam
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determinados pela droga-mée, alguns dados sugerem que os metabdlitos
maiores, como o AM1, anteriormente chamado de metabodlito M-17, um
composto monohidroxilado na posigdo 1, apresenta 10% da atividade
imunossupressora e grande potencial nefrotoxico. A contribuicdo do AM1 é
provavelmente significativa somente em casos onde o metabolismo da CsA &
alterado pela concomitante administragdo de diltiazen ou cetoconazole
(KAHAN, 1993).

¢) Mecanismo de agao

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

A acao predominante da CsA é dirigida contra os linfécitos Th (BOREL
et al., 1976b; BOREL et al., 1981; BURKHARDT; GUGGENHEIM, 1979;
GORDON: SINGER, 1979). Este efeito nas células Th previne a produgao de
interleucinas, especialmente a transcricdo do gene da IL-2 (LARSSON, 1980;
PALACIOS: MOLLER, 1981) e da cadeia leve (CD25, p35) do receptor da IL-2
(HESS et al., 1983, KAHAN, 1989). Assim, a CsA age exclusivamente sobre os
linfocitos T ativados, especialmente os linfécitos T CD4+.

A CsA entra na célula por um mecanismo ndo dependente de energia,
através da dissolugdo na bicamada de lipideo da membrana plasmatica
(LORBER, 1991). No interior da célula, a CsA se liga a uma familia de
imunofilinas chamada de ciclofilina (CFL) Todos os membros da familia da
imunofilina tém atividade rotamase, isto é s&o peptidil-prolil-cis-trans
isomerases, atividade esta que € inibida pela CsA A. A ciclofilina A (CFL-A) é
uma proteina de 18-kD que exibe a mais alta e especifica atividade e € mais
sensivel a inibicdo pela CsA. Os imunossupressores derivados dos
macrolideos, entretanto, ndo inibem esta atividade rotamase. As CFL séo
abundantes nos tecidos linféides e nao linféides.

A CFL-A e a CFL-B sio encontradas no citoplasma e no nucleo, nao

havendo nenhuma especifica associagdo com organelas intracelulares. A CFL-
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B e a CFL-D possuem um sinal de localizagdo na membrana e séo
encontradas na fracdo do reticulo endoplasmatico. A relativa abundéncia e a
alta conservacao das CFLs sugerem um importante papel destas proteinas na
funcéo celular normal (RYFFEL, 1998). '

O complexo CsA-CFL liga-se e inibe a calcineurina, uma serina/treonina
fosfatase ativada pelo Ca*. A calcineurina é ativada nas células T quando os
niveis de Ca*? intracelulares sobem apds a ligacdo ao TCR; na ativagéo ela
desfosforila o fator de transcricdo NF-AT no citoplasma, permitindo que ele
migre para o nucleo, onde forma um complexo com um segundo fator de
transcricéo, AP-1, que induz a transcricdo de varios genes, incluindo IL-2, CD-
40 ligante e ligante Fas. O complexo CsA-CFL liga-se a calcineurina e impede
a ativacdo do NF-AT, impedindo a sua migragéo para o nucleo e inibindo a
sintese de IL-2 (figura 6). O complexo também se ligaria ao NF-«B, fator que
codifica a sintese das cadeias leves das imunoglobulinas, impedindo a sua
ligacdo ao promotor da IL-2 (BAUMMANN; BOREL, 1992; JANEWAY Jr et al.,
2002).

A inibicdo da expressao da IL-2 nas células T impede os linfocitos Th de
organizar uma resposta contra os antigenos estranhos e, por conseguinte, a
expansdo clonal de linfocitos T citotoxicos (Tc) a partir de seus precursores,
como mostra a figura 7 (BAUMANN; BOREL, 1992; JANEWAY Jr et al., 2002).

A CsA inibe a transducdo de sinal da linfocina calcio-dependente,
impedindo a passagem da fase GO para a fase G1 do ciclo celular (KAHAN,
1993).

Esta droga ndo age sobre a populacéo de linfécitos T meméria e nao
acarreta destruicdo linfocitaria, sendo sua atividade imunossupressora

totalmente e rapidamente reversivel com a interrupg¢éo do tratamento.

Embora se acredite que a CsA néo iniba a fungédo dos linfocitos B
(BOREL et al., 1977, GORDON; SINGER, 1979), existem atualmente algumas
evidéncias do contrario, tanto em homens (PAAVONEN; HAYRY, 1980;
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PISETSKY: HAUGHTON, 1986) quanto em animais (BOUWER; HINRICHS,
1983).

Existem evidéncias que a CsA pode inibir a producdo de IL-1 pelos
macréfagos, mas néo a resposta a esta interleucina (THOMSON et al., 1983).
Da mesma forma, a produgdo de IL-3 e de INF-y pode ser inibida pela CsA
(KALMAN; KLIMPEL, 1983; KAHAN, 1989).

A CsA nzo parece influenciar a resposta inflamatéria de granulagao in
vivo, fato compativel com a resposta de cicatrizagado normal da ferida cirtrgica
observada nos pacientes submetidos a tratamento com esta droga
(NEMLANDER et al., 1983).

Recentemente foi demonstrado que a CsA bloqueia a via de sinalizagéo
da JNK e da p38 desencadeadas pelo reconhecimento antigénico pelas células
T (MATSUDA; KOYASU, 2000).
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Figura 6. Mecanismo de agao da ciclosporina A e tacrolimus.
A ciclosporina A (CsA) e o tacrolimus (TRL) inibem a ativagdo da célula T,
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ativacdo e ao aumento da e

sintese do fator de | @
transcricdo AP-1, bem como
ao aumento da concentragéo
de Ca2+ no citoplasma

(quadros a esquerda). O

Ca2+ liga-se a calcineurina,

ativando-a para defosforilar a
forma citoplasmatica do fator
nuclear das células T
ativadas (NFATc). Uma vez
defosforilado, o NFATc ativo

migra ao nucleo para formar ‘ s

..ﬂ@

um complexo com a AP-1 e ¥ =
proteinas  associadas; 0 | i S whughuse il I

complexo NFATc:AP-1 pode entéo induzir a transcricdo dos genes necessarios
para a ativagéo das células T, incluindo o gene IL-2, Quando a CsA ou o TRL
estdo presentes, formam complexos com seus alvos imunofilinas,
respectivamente a ciclofilina (CyP) e a proteina ligadora do FK (FKBP)
(quadros a direita). O complexo da CyA-CsA pode se ligar a calcineurina,
bloqueando sua capacidade de ativar o NFATc. O complexo do FKBP-TRL liga-
se a calcineurina no mesmo sitio, bloqueando também sua atividade
(JANEWAY Jr et al., 2002).
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Figura 7. Mecanismo de agéo da ciclosporina A. o

A CsA ligada a sua imunofilina interfere com a fungdo de moléculas
intracelulares que transmitem os sinais, dependentes de Ca+2, entre o TCR
e a ativagdo dos genes da IL-2 no nicleo. A regulagdo da transcrigéo do
gene da IL-2 € modulada pela associagéo de fatores de transcrigéo (NF-AT,
NF-xB, OTF-1) interagindo com seus sitios especificos de reconhecimento
sobre o promotor do gene da IL-2. Os complexos DNA-proteinas com RNA
polimerase Il (ARN pol Il), promovem a transcrigdo do gene da IL-2,
induzida pelo antigeno. Os sitios potenciais de intervengéo do complexo

pentamérico (calcineurina [p19/p61], calmodulina, imunofilina, CsA)
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acarretando modificacéo pos-transcricdo dos fatores de transcricdo que
interferem com sua translocagéo para o interior do nucleo estéo indicados
(*). A CsA e o FK-506 interferem com a transi¢éo da fase GO para G1 do
ciclo celular.

CPAg: célula apresentadora de antigeno; Ag: antigeno; ¢, 8, v, n, & subunidades do
complexo CD3; IL-2: interleucina 2; TCR: receptor células T; CsA: ciclosporina A

(BAUMMAN; BOREL, 1992).
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d) Toxicidade

A nefrotoxicidade & a mais freqllente e importante complicacéo
associada ao uso da CsA. Oliguria transitéria durando varios dias,
caracterizada por retencdo renal de sédio e baixa osmolaridade urinaria, foi
relatada em receptores de transplante de coragdo (DEVINENI et al., 1983;
EGEL et al., 1983), medula 6ssea (ATKINSON et al., 1983b) e figado
(POWELL-JACKSON et al., 1983) apés o inicio do tratamento. Embora
disfungdo renal aguda irreversivel possa ocorrer imediatamente apés o
transplante em pacientes recebendo CsA, esta manifestacado € incomum. Ao
contrario, piora cronica e reversivel da fungdo renal tem sido mais frequente
entre receptores de transplante de rim (EUROPEAN MULTICENTRE TRIAL
GROUP, 1983; LAUPACIS, 1983), de coragdo (OYER et al, 1983;
WALLWORK et al., 1983; HUNT, 1983), de pancreas (TRAEGER et al., 1983),
de medula 6ssea (HOWS et al., 1983) e de figado (KLINTMALM et al., 1981)
tratados com CsA em longo prazo. O aumento da creatinina sérica geralmente
tem sido modesto, ocorrendo dentro de poucas semanas apés o inicio do
tratamento e n3o é progressivo (FLECHNER et al., 1983; NAJARIAN et al.,
1983). Elevagdo da creatinina sérica também tem sido relatada em pacientes
portadores de doengas auto-imunes, como uveite e artrite reumatoéide, tratados
com CsA (BERG et al., 1986; PALESTINE et al., 1986).

A reducdo na filtragdo glomerular é acarretada pelo aumento da
resisténcia vascular renal, principalmente na arteriola aferente, reduzindo o
fluxo plasmatico renal de modo dose-dependente. Repetidos episodios de
hipoperfusdo renal poderiam levar as alteragoes estrqturais dos vasos pre-
glomerulares e esclerose glomerular. Os horménios implicados neste aumento
do ténus vascular da arteriola aferente sdo o sistema renina angiotensina, o
sistema nervoso simpatico e a endotelina (REMUZZ; PERICO, 1995,
MCNALLY: FEEHALLY, 1992; LEE, 1997). A CsA também tem capacidade de
influenciar diretamente o coeficiente de filtragdo glomerular (Kf), alterando a
contratilidade das células mensangiais e/ou a condutividade hidraulica. Esta
reducgdo do Kf reduziria o filtragéo glomerular (MCNALLY; FEEHALLY, 1992;
LEE, 1997).
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Nefropatia crénica induzida pela CsA é caracterizada primariamente por
fibrose intersticial em faixa, atrofia tubular e anormalidades arteriolares,
consistindo de necrose das células musculares lisas e depésitos nodulares de
proteinas nas paredes das arteriolas aferentes ou hialinose intimal arteriolar.
Estes depésitos substituem os miécitos necroticos e consistem de
imunoglobulinas e componentes do sistema complemento (MCNALLY;
FEEHALLY, 1992; NEILD et al., 1986; MIHATSCH et al., 1995). Estas lesées
sdo inespecificas e dificeis de serem distinguidas da RC ou da hialinose
arteriolar hipertensiva ou diabética, particularmente nas fases terminais da
doenca (REMUZZI; PERICO, 1995). A RC afeta predominantemente as artérias
e a presenca de um infiltrado mononuclear intersticial difuso com edema e, as
vezes, hemorragia ou arterite, auxilia no diagnéstico. A toxicidade pela CsA
afeta predominantemente as arteriolas e a leséo precoce é caracterizada por
vacuolizagéo das células endoteliais e musculares lisas seguida de necrose e
formacédo dos depédsitos nodulares de proteinas ao redor da parede vascular
(NEILD et al., 1986; MIHATSCH et al., 1995).

A lesao tubular proximal, caracterizada por edema, vacuolizagdo e
necrose, € um evento precoce na terapia com CsA (MCNALLY; FEEHALLY,
1992).

Os dois componentes que envolvem a patogénese da fibrose
tubulointersticial provavelmente sdo a proliferacdo celular e a infiltracdo de
macrofagos. A osteopontina € um fator quimiotatico e adesivo de macréfagos e
a sua expressao estava aumentada nas areas com fibrose de rins de ratos
tratados com CsA. Os macrogafos secretariam fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF) e TGF-B, citocinas responsaveis pela proliferacdo de
células e da matriz celular (YOUNG et al., 1995).

Hipertensao arterial requerendo terapia anti-hipertensiva desenvolveu
nas primeiras semanas apoés o transplante em 60% a 95% dos receptores de
transplante cardiaco (OYER et al., 1983; HUNT, 1983; THOMPSON et al.,
1983). O estudo multicéntrico realizado no Canada mostrou um aumento
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significativo na freqiiéncia de hipertensao arterial nos pacientes tratados com
CsA (LAUPACIS, 1983). A causa da hipertensao permanece desconhecida.
Thompson e cols. (1983) observaram uma correlagéo positiva entre a pressao
arterial sistélica e diastélica média e os niveis de creatinina sérica, sugerindo
uma inter-relacdo entre a hipertensdo arterial e a nefrotoxicidade. @)
mecanismo do aumento da presséo arterial pode estar relacionado ao aumento
da reabsorgdo tubular proximal de sédio, evento que & exacerbado pela
deplecdo de volume, estimulagdo do sistema nervoso simpatico pelos rins

nativos e vasoconstriccéo periférica (KAHAN, 1993).

A CsA produz alteragdes nos tibulos renais, sendo os mais frequentes a
hipercalemia e a hiperuricemia. Os niveis médios de potassio plasmatico s&o
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). Disfungéo tubular intrinseca tem sido
proposta para explicar estes disturbios. O reduzido clearance de urato causado
pela toxicidade tubular direta da CsA € exacerbado pela aumentada reabsorgéo

tubular de urato secundaria a vasculopatia induzida pela droga (KAHAN, 1993).

Hiperlipidemia é caracterizada por moderado aumento do colesterol total
e das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), mas nao das lipoproteinas de
alta densidade (HDL), e dos triglicerideos. Estas alteragdes frequientemente
requerem tratamento farmacologico, nao sendo suficiente apenas o0
aconselhamento dietético (KAHAN, 1993).

A CsA pode ter efeitos hepatotoxicos (CALNE et al., 1978; STARZL et
al., 1981). Um transitério aumento nas bilirrubinas séricas, geralmente no
primeiro més apds o transplante, ocorreu em até 20% dos receptores de
transplante renal (EUROPEAN MULTICENTRE TRIAL GROUP, 1983).
Elevacao das tfansaminases & menos frequente que a hiperbilirrubinemia e
ambas respondem a reducéo na dose da CsA.

Persistente elevacéo da fosfatase alcalina sérica, que nao regride com a
redugdo na dose da CsA, tem sido observada em receptores de transplante
renal (EUROPEAN MULTICENTRE TRIAL GROUP, 1983; RODGER et al.,
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1983; LOERTSCHER et al., 1983). Este aumento ocorreu nas primeiras trés
semanas ou apos trés a seis meses de transplante. Entretanto, determinacées
das isoenzimas sugerem que a origem seja 6ssea, representando um processo

de reparo 6sseo em pacientes com osteodistrofia renal pré-existente.

Hiperplasia gengival ocorreu em 2% dos receptores de medula 6ssea 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 freqiiente em criangas e a resolugdo ocorre apos a
interrupgao da droga (THORP et al., 2000).

Tremores transitorios e parestesias sdo comuns e tém sido relatados em
10% a 39% e 10%, respectivamente, regredindo com a reducdo na dose da
medicacdo (EUROPEAN MULTICENTRE TRIAL GROUP, 1983; LAUPACIS et
al., 1983). Outras alteragdes neurolégicas caracterizadas por uma sindrome
semelhante a disfungdo cerebelar, alteragdo da fungdo motora da medula
espinhal e confusdo metal tém sido descritas em pacientes submetidos a
transplante alogénico de medula 6ssea (ATKINSON et al., 1984).

Hirsutismo é um efeito frequiente, 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 més
apés o transplante e envolve predominantemente a face, os bracos,
sobrancelhas e dorso. O hirsutismo melhora, em média, quatro meses apos a
interrupcao da droga (THORP et al., 2000)

l

Transitorios sintomas gastrintestinais sdo também comuns e ocorrem
nas primeiras semanas de tratamento. Estes sintomas incluem anorexia,
nauseas e ileo paralitico (EUROPEAN MULTICENTRE TRIAL GROUP, 1983;
HARDESTY et al., 1983).

Sindrome hemolitico-urémica e trombose vascular renal tém sido
relatadas (THOMPSON et al., 1983; LEITHNER et al.; 1983).
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3. 2. MICOFENOLATO MOFETIL
a) Quimica

O acido micofendlico (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
inibitério sobre a enzima inosina 5-monofosfato desidrogenase foi

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

O micofenolato mofetil (MMF) é uma pro-droga do MPA obtido a partir da
fermentacdo de varias espécies de fungos Penicillum, especialmente
Penicillum glaucum (CIANCIO et al., 1998).

O MMF é o éster 2-morfolinoetil do acido mocifenélico (MPA), cujo nome
quimico é 2-morfolinoetil(E)-6-(1,3-dihidro-4-hidroxi06-metoxi-7-metoxi-3-oxo-5-
isobenzofuranil)-4-metil-4-hexenoato. Tem uma férmula empirica de C23H31NO-
e peso molecular de 433,50 kD (BULLINGHAM et al., 1996; CELLCEPT,
[1997)).

O MMF aprese“nta uma solubilidade em agua de 43g/ml a um pH de 7,4.
Ele é livremente solivel em acetona e metanol e pouco solivel em etanol

(CELLCEPT, [1997]).

A figura 8 mostra a estrutura quimica, as vias de conversao e
eliminacdo dos metabolitos do MMF (ALLISON; EUGUI, 2000).
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b) Farmacocinética

O MMF ¢é absorvido rapida e completamente apés a administragéo oral e
sofre metabolismo pré-sistémico completo para MPA, o metabdlito ativo,
propiciando niveis sangiiineos proporcionais a dose de MMF administrada. A
biodisponibilidade média absoluta de uma dose oral é de 94% em relacdo a
dose endovenosa, com meia vida de 17 horas (BULLINGHAM et al., 1996).

O principal metabdlito ativo do MPA é o glucoronideo fenélico, MPA
glucoronideo (MPAG), que é farmacologicamente inativo.

Oitenta e sete por cento do MPAG é excretado pela urina e o restante
pela bile. Apés excreg¢édo biliar, o MPAG pode sofrer reglucoronidacédo e
recirculacdo éntero-hepatica, provocando um aumento secundario na
concentracdo do MPA, 6 a 12 horas apés a dose. O comprometimento da
funcado renal ndo produz efeitos consistentes sobre a farmacocinética do MPA;
entretanto, acumulo de MPAG ocorre (CELLCEPT, [1997]).

Cerca de 97% do MPA, e 82% do MPAG, esta ligado a albumina
plasmatica (CELLCEPT, [1997]).

O MPA parece nao ser removido pela hemodialise (CELLCEPT, [1997]).
c) Mecanismo de Acao

Os linfécitos proliferam por divisdo mitética, o que requer a sintese de
acido desoxiribonucléico (DNA) para as células recém criadas. A construgao do
DNA por sua vez necessita da sintese de nucelotideos purinas e pirimidinas. O
nucleotideo purina pode ser desenvolvido através de duas vias principais, a via
“de novo” e duas vias de “recuperacgdo” distintas (CIANCIO et al., 1998,
ALLISON; EUGUI, 2000).
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A via “de novo” reune os nucleotideos purina de moléculas menores
que constréem seus componentes, como mostrado na figura 9 (ALLISON;
EUGUI, 2000).

Uma via de “recuperacado” utiliza as bases hipoxantina, guanina e
adenina como substratos, enquanto a outra via utiliza nucleotideos pré-
formados como substratos. Em cada via existe especificidade com relacdo a
base ou ao nucleotideo sendo “recuperado”. A recuperagéo de bases requer a
atividade de fosforibosiltransferases (figura 9).

A hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferase (HGPRTase) catalisa as
reacgoes:
Hipoxantina + PRPP = IMP + Ppi

Guanina + PRPP = GMP + Ppi

onde, PRPP = fosforibosilpirofosfato, IMP = inosina 5-monofosfato, GMP =
guanosina 5’-monofosfato

e a adenina fosforibosiltransferase (APRTase) catalisa:
Adenina + PRPP = AMP + Ppi
onde, AMP = adenosina 5’-monofosfato

Essas duas enzimas ndao se sobrepdem quanto a especificidade do
substrato. As reacées fosforibosiltransferase sdo reguladas pelos produtos
finais. Desta maneira, a recuperacao de bases‘p‘ﬂricas é regulada (CORY,
1997).

Os linfécitos T e B sdo criticamente dependentes da via “de novo” para
sua proliferacéo, enquanto que outros tipos de células podem usar as vias de
“recuperacdo” para a sintese de purinas. Desta forma, uma resposta
proliferativa dos linfécitos ativados requer um poo/ aumentado de nucleotideos
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guanosina e adenosina (ALLISON; EUGUI, 2000; PERICO; REMUZZI, 1997).
Um defeito herdado na via de “recuperagdao” nao tem efeito sobre a resposta

imunolégica.

O MPA é um potente inibidor ndo competitivo e reversivel de uma
enzima chave, a inosina monofosfato desidrogenase (IMPDH), da via “de novo”
da sintese do nuleotideo guanosina e ndo incorpora ao DNA (PERICO,;
REMUZZI, 1997; ALLISON; EUGUI, 2000). A inibicdo da IMPDH resulta na
deplecdo 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 (PERICO; REMUZZI,
1997; ALLISON; EUGUI, 2000). A distribuicdo da IMPDH & maior no timo e no
bago do que nos outros érgéos, incluindo aqueles que apresentam células com
atividade mitética grande, como medula éssea e testiculos, refletindo a
importancia desta enzima na fungéo das células linféides (ALLISON; EUGUI,
2000;.

Os nucleotideos guanosina ativam duas outras enzimas chaves no
controle da sintese de DNA pelos linfécitos, a fosforibosilpirofosfato (PRPP)
sintetase e a ribonucleotideo redutase. O MPA causa uma deplecdo do
nucleotideo guanosina, alterando a sintese de DNA e exercendo um efeito
antiproliferativo seletivo dos linfocitos T e B (figura 10). Assim, o MPA nao
bloqueia a estimulagéo antigénica ou mitogénica, mas bloqueia a sintese 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 formagé&o de anticorpos pelos
linfocitos B (EUGUI et al., 1991; PERICO; REMUZZI, 1997).

O MPA impede ainda a glicosilagdo das glicoproteinas dos leucdcitos e
das células endoteliais pelo bloqueio da GTP e da uridina monofosfato, que
estdo envolvidas na transferéncia da fucose e da manose para as
glicoproteinas. A glicosilagdo € um passo importante na expressao funcional

das moléculas de adesdo, como a E-selectina, L-selectina e VLA-4. Alteragcéo
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nas moléculas de adesdo pode afetar a quimiotaxia e ativagdo dos linfécitos,
inibindo o recrutamento de neutréfilos e monécitos para locais de inflamagéao
crénica, incluindo sitios de rejeicdo de 6rgédos vascularizados (ALLISON et al.,
1993; ABELDA; BUCK, 1990; ALLISON; EUGUI, 2000; PERICO; REMUZZI,
1997).

Nos monécitos, o MPA reduz os niveis de GTP acelerando a
diferenciacdo das células promonociticas, aumentando a expressédo dos
antagonistas dos receptores da IL-1 (WATERS et al., 1993). O MPA parece
néo alterar o conteudo de GTP dos neutréfilos nem sua capacidade de destruir
bactérias pela producdo de superéxido (ALLISON; EUGUI, 1993).
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Figura 9. Mecanismo de acdo do Micofenolato mofetil é via da sintese das
purinas.

Os linfécitos T e B sdo seletivamente dependentes da sintese 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 conversdo de IMP em xantosina monofosfato (XMP) e é uma enzima
limitante da reagdo. A XMP é, entdo, convertida em guanosina monofosfato (GMP).
Guanosina trifosfato (GTP) e desoxiguanosina trifosfato (dGTP) sdo necessarias para
a sintese de DNA. O micofenolato mofeti (MMF) & metabolizado para acido
micofenélico (MPA), que por sua vez inibe a enzima IMPDH, enzima-chave na sintese
das purinas pela “via de novo”. A inibicdo da IMPDH acarreta deplegéo dos estoques
de nucleotideos guanosina e excesso relativo de nucleotideos adenina. Este excesso
de adenosina monofosfato (AMP) e adenosina difosfato (ADP) resulta em inibigdo
retroativa da enzima PRPP sintetase, enquanto que o excesso de desoxiadenosina
trifosfato (dATP) inibe a ribonucleotideo redutase, que é responsavel pela converséo
das purinas ribonucleotideos em desoxinucleotideos. Ambas sdo enzimas limitantes
da velocidade da reagdo da sintese das purinas. Desta forma, o MPA inibe
seletivamente a via de novo da sintese das purinas’.'Outras células podem usar a “via
de recuperagdo”, catalisada pela hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase
(HGPRTase) e serdo resistentes aos efeitos do MMF (MELE, HALLORAN, 2000)
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Figura 10. Mecanismo de agéo do Micofenolato mofetil.

Inibigdo pelo acido micofenélico (MPA) resulta em interrupgéo da divisdo
celular linfocitica. Os linfécitos sdo seletivamente dependentes da sintese de
novo das purinas. O MPA inibe a enzima inosina monofosfato desidrogenase
(IMPDH) necessaria a sintese da guanosina monofosfato (GMP), um passo
fundamental na biossintese das purinas, que por sua vez € crucial para o ciclo
celular dos linfécitos T e B. Desta forma, o MPA bloqueia a proliferagédo e
expans&o clonal dos linfécitos T e B, inibe a producéo de anticorpos e previne a
geracdo de linfocitos T citotoxicos e de outras células T efetoras. O MMF néo
interfere com a apresentagcdo de antigenos (sinal 1), com a ligagdo de
moléculas co-estimulatérias (sinal 2), nem com a ligagdo da |l-2 com seu
receptor (sinal 3). MAP = proteinoquinase associada a mitogenos; TCR =
receptor do linfécito T; CDK = quinase ciclina dependente; Ag = antigeno; APC
= células apresentadora de antigenos (MELE, HALLORAN, 2000).
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d) Toxicidade

A principal toxicidade foi observada para o trato gastrintestinal,
freqlientemente manifestada como diarréia, dor abdominal, nauseas, vémitos e
gastrite. Em algumas ocasifes, os sintomas sdo tdo intensos que necessitam
interromper a medicacdao (CIANCIO, et al.,, 1998, DUCLOUX et al.,1998;
SCHRAMA et al., 2000; ZANKER et al., 1998). Toxicidade para a medula 6ssea
também tem sido observada, podendo ocasionar leucopenia, anemia,
trombocitopenia (CIANCIO, et al., 1998). O MMF néo é nefrotéxico.

Alopécia moderada e difusa ou aumento da lipase sérica, sem aumento
da amilase, tém sido descritas em alguns pacientes em uso de MMF (ZANKER
et al., 1998).

O Estudo Multicéntrico realizado em quatorze centros americanos
avaliou a frequéncia de eventos adversos em 165 pacientes submetidos a
transplante renal em uso de MMF, na dose de 2g/dia durante trés anos.
Diarréia foi observada em 41,8%, dor abdominal - 31,5%, nauseas - 34,5%,
vomitos - 20%, anemia - 43,6%, leucopenia - 28,5%, trombocitopenia - 13,3%,
infeccdo citomegalica - 15,2%, CMV invasivo - 10,9%, herpes simples - 15,2%
e herpes zoster cutdneo - 9,7% (MYCOPHENOLATE MOFETIL..., 1999).
Resultados semelhantes foram também observados no estudo multicéntrico
realizado europeu (MYCOPHENOLATE MOFETIL..., 1999).
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3. 3. RAPAMICINA - Rapa
a) Quimica

A Rapamicina (Rapa) € um produto de fermentacdo natural da bactéria
actinomiceto, Streptomyces hygroscopicus, descoberta inicialmente em
amostras de solo de Rapa Nui na llha de Pascoa e isolada em 1975 (KELLY et
al., 1997). A Rapa foi estudada inicialmente como droga antifingica e
pesquisas realizadas no final dos anos 80 e inicio dos anos 90 demonstraram
sua atividade imunossupressora (SEHGAL et al., 1975; STEPKOWSKI et al.,
1991; COLLIER et al., 1991).

A Rapa é uma lactona hidrofébica macrociclica, cuja‘férmula quimica é
um esteroisbmero 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—hexameti|—23,27-epoxi—3H-piridol[2,1-
c][1,4]oxa-azaciclo-hentricontino-1,5,11,28,29(4H,6H,31H)-pentona (figura 11).
A formula molecular é CsiH79013 e apresenta peso molecular de 914,2 kD
(MORRIS, 1995).

A Rapa é insoltvel em agua e altamente soltivel em soluges oleosas.
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Sirolimus Seco-rapamycin

Figura 11. Metabolismo da Rapamicina nos seres humanos (SHAW et al.,
2000).
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b) Farmacocinética

A Rapa é rapidamente absorvida por via oral, com um pico de
concentragdo maxima (tmax) de 1 hora em individuos saudaveis e 2 horas em
receptores de transplante renal. A biodisponibilidade da solugéo oral & de 14%.
Esta baixa disponibilidade é devida ao metabolismo da Rapa pelas enzimas
citocromo P-450 3A4 (CYP3A4) intestinais e hepaticas e ao contratransporte da
droga pela bomba representada pela glicoproteina-P existente nas células da
parede intestinal (figura 12) (SATLLER et al., 1992; LAMPEN et al., 1998).

A ingestdo da Rapa com uma refeicdo com alto teor de gorduras
diminuiu a Crmex €M 34%, aumentou a tynax em trés vezes e meia e aumentou em
35% a area 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 proteinas plasmaticas,
principalmente albumina (97%), além de a1-glicoproteinas acidas e
lipoproteinas (YATSCOFF et al., 1993).

A Rapa é metabolizada por O-desmetilacéo e/ou hidroxilacdo pelas
enzimas CYP3A4 encontradas no figado e intestino delgado (LAMPEN et al.;
1998). Sete metabolitos séo identificaveis 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 eliminacdo no estado de equilibrio em receptores renais estaveis
foi de 62,3 horas ap6s doses orais multiplas (RAPAMUNE, monografia, 2000;
KAHAN, et al., 2001).

O método padrio-ouro para dosagem de Rapa € a HPLC com
espectrometria de massa (HPLC-MS), porém € um método caro e que requer

técnica qualificada. A HPLC com ultravioleta apresenta boa correlagdo com
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HPLC-MS e é técnica disponivel em muitos laboratérios. Outras métodologias
tém sido usadas em estudos experimentais: enzima-imunoensaio com
microparticulas (MEIA), que mede a Rapa e seus metabdlitos, podendo
superestimar a concentragéo sangiliinea em 10% a 42%; ensaio de ligagédo da
imunofilina (IBAs), embora apresente fraca reatividade cruzada com seus
metabdlitos, & mais facil 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 a familia
do citocromo P-450, bem como constitui um substrato para glicoproteina-P,
localizada no intestino delgado. Assim, drogas que interferem nestes dois
fatores podem aumentar ou a diminuir a concentragcdo da Rapa no sangue.
Exemplos destas interagbes medicamentosas sdo a rifampicina,
carbamazepina, fenobarbital, fenitoina, que podem reduzir os niveis séricos da
Rapa, e diltiazem, nicardipina, verapamil, cetoconazol, ciclosporina,
claritromicina, eritromicina,‘metoclorpramida, cisaprida, cimetidina, clotrimazol,
fluconazol, itraconazol, que podem aumentar a concentragio sérica da Rapa
(RAPAMUNE, monografia, 2000).

A administracdo concomitante de Rapa e CsA a voluntarios normais
aumentaram a Cmax média em 116% e a AUC média em 230%. Quando as
drogas foram administradas com intervalo de 4 horas este aumento foi de 37%
e 80%, respectivamente. Devido a interacdo da Rapa com a CsA é
recomendado que as drogas sejam administradas com intervalo de 4 horas
(RAPAMUNE, monografia, 2000).
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INTESTINO DELGADO - FIGADO
E MUCOSA

INTESTINAL

Indutores 1 - I Indutores

P. glicoproteina < ) CYP3A4

Inibidores _T : | T_ Inibidores

Figura 12. Metabolismo da Rapamicina.

Metabolismo da Rapamicina pelas enzimas CYP3A4, pertencentes ao
citocromo P-450, encontradas no figado e intestino delgado e contratransporte
da droga glicoproteina-P existente nas células da parede intestinal.
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c¢) Mecanismo de Acéo

A Rapa nao inibe a sintese de IL-2, porém bloqueia a resposta
proliferativa dos linfécitos a IL-2 (ALLISON, 2000). A paralisacdo do ciclo
celular provocada pela Rapa se da através da formagdo de um complexo
inibitério entre a Rapa e seu receptor intracelular, a imunofilina citosélica
FKBP12 (FK-binding protein 12), uma peptideo-prolil-isomerase que catalisa a
quinase serina/treonina multifuncional, mTOR (mammalian target of rapamycin)
(SABERS et al., 1995). O blogueio da mTOR diminui a resposta dos linfécitos
ao segundo sinal co-estimulatério durante a fase GO para a fase G1 do ciclo
celular e a resposta ao terceiro sinal durante a construcdo da fase G1
(ALEXANDER et al., 1999). Ao bloquear o sinal co-estimulatério, a Rapa
previne a ativagao dos fatores do complexo iNF-xB (inibidores do fator nuclear
xB) 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 sinalizacédo estimuladas pelas citocinas: a) a degradacéo da p27 7! levando

a ativagdo da ciclina; b) a estimulagéo da cinase p70%®

, Um passo necessario
para a sintese de proteinas estruturais no endossoma; c) a libaragéo do fator
de elongacédo 4A de sua associagdo com PHAS-I (phosphorilated heat- and
acid-stable protein), facilitando, desta forma, a sintese de proteinas
ribossomais; d) a regulagdo aumentada da transcricdo das proteinaé anti-
apoptéticas bcl-2 e p21Ras (figura 13) (KAHAN et al., 2001; SAUNDERS et al.,
2001). Estas agbes celulares da Rapa podem explicar os seus efeitos
terapéuticos e toxicos. Os efeitos Gnicos desta droga sao complementares aos
inibidores da calcineurina, CsA e 'Tacrolimus, e aos anticorpos monoclonais
dirigidos contra os IL-2R; uma relagéo que tem sido chamada de “paradigma da

citocina” (figura 14) (KAHAN et al., 2001).

A atividade imunossupressora da Rapa resulta da inibicao da atividade
dos leucécitos. Ela bloqueia a proliferagdo das células T induzida pelas
citocinas (IL-1,-2, -3, -4, -6, -7, -12 e —15), aloantigenos e mitégenos, de forma
dose-dependente (SEHGAL, 1998; SAUNDERS, et al., 2001). Entretanto, ela
ndo 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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funcdo de citotoxicidade dependente de anticorpo dos leucécitos séo
suprimidas pela Rapa em concentracées 10 a 100 vezes maiores do que
aquela necessaria para bloquear a proliferagéo das células T (SEHGAL et al.,
1994).

A Rapa inibe a proliferacdo de células ndo imunes, como as células
musculares lisas estimuladas pelo fator de crescimento fibroblastico basico ou
fator derivado da plaqueta (CAO et al.,, 1995; MARX et al.,, 1995). Esta
atividade poderia favorecer a inibicdo, pela Rapa, da proliferacdo da
musculatura lisa, que é a lesdo base da RC.

Em virtude de sua acao inibitéria sobre a bcl-2, a Rapa pode produzir um
efeito pro-apoptético e facilitar a indugdo de toleréancia (KAHAN et al., 2001).
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Figura 13. Sitios de agdo da enzima alvo da Rapamicina (mTOR).

a) ativagdo dos fatores da c-Rel, localizados apés a recepgéo do sinal co-
estimulatério CD28; b) fosforilagdo da quinase p70%® precedendo a sintese

protéica endossdmica estrutural; c) liberagdo do e-IH-4E de sua associagdo

com PHAS-|, levando a atividade da 4E necessaéria para a elongacao da cadeia

polipeptidica nos ribossomas; d) dissociagdo do p27“*' de sua quinase ciclina

C, promovendo a divis&o celular e a regulacdo aumentada da expresséo do bcl,

um fator anti-apoptético (KAHAN et al.; 2001).
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Transcriptional\
Activation

Go
Resting Activation Progression

Figura 14. O “paradigma da citocina”.

O “paradigma da citocina” inclui o bloqueio do sinal 1 pelos antagonistas da
calcineurina (ciclosporina-CsA e Tacrolimus-TRL) e a inibigdo do sinal 2 co-
estimulatério pela Rapamicina (Rapa), reduzindo a ativagéo transcricional da
sintese 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 progressédo do ciclo celular da fase G1 para S (KAHAN et al;
2001).
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d) Toxicidade

As reagGes 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 nao foi observado
em humanos. A Rapa acarreta aumento da HDL; no entanto, produz elevacao
mais acentuada da LDL e IDL (lipoproteina de intensidade intermediaria), além
dos triglicerideos. Embora a freqiéncia de hiperlipidemia seja elevada, a
ocorréncia de complicagées decorrentes dela, como pancreatite, acidente
cerebrovascular ou infarto do miocardio, é rara (KAHAN et al., 1998; KAHAN et
al., 2001).

A Rapa pode ter efeitos téxicos reversiveis sobre a progressao do ciclo
das células da medula 6ssea estimulada pelas citocinas ou fatores de
crescimento vascular, de forma semelhante ao efeito sobre os linfécitos. A
supresséo tende a ser maior sobre os megacariécitos do que sobre os
leucécitos, é dose-dependente e reversivel com a redugdo ou interrupgéo da
droga (KAHAN et al., 1998; KAHAN et al., 2001).

Hipertensdo arterial, eritema, acne, anemia, artralgia, diarréia,
hipocalemia, febre, epistaxe e dor no pé foram mais freqiientemente
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; MACDONALD et al., 2001).

Em alguns pacientes tém sido relatados sintomas gatrintestinais como
diarréia, nauseas e vomitos (KAHAN et al., 1998).

Nefrotoxicidade nao foi associadé ao uso da Rapa. Linfocele ocorreu
com uma freqiiéncia mais elevada em pacientes sendo tratados com Rapa,
sendo atribuida ao retardo na cicatrizacao da ferida cirdrgica. (KAHAN et al.,
1998; KAHAN et al., 2001). ‘
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Uma complicagdo é a ocorréncia de pneumonite ndo infecciosa
reversivel (KAHAN et al.; 2001).

4. CANCER APOS TRANSPLANTES DE ORGAOS E TECIDOS

A incidéncia pode variar de acordo com a regido, com o tipo de érgao
transplantado e com o tempo decorrido apés 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 Escandinavia (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 Finlandia e 49% na Australia (SHEIL et al.,
1985a: 1985b; 1993). Esta diferenca nas incidéncias € acarretada,
provavelmente, pela ocorréncia das neoplasias de pele, que é maior nas areas
de maior risco. Outro fator que pode influenciar na incidéncia de neoplasias € 0
tipo de 6rgéo transplantado. Rinaldi e cols. (2001) observaram uma incidéncia
de 11,6% de neoplasias em 174 pacientes submetidos a transplante cardiaco

em Pavia.

As neoplasias de pele e de |4bios sdo as mais frequentes apds o
transplante de Orgaos, representando 38% dos tumores malignos (PENN,
1984). Sheil e cols. (1985a) mostraram que a incidéncia desta neoplasia na
Australia e Nova Zelandia aumenta de 0,6% nos pacientes pré-dialise para 2%
durante o tratamento dialitico e 12% apds trés meses de transplante com rim
de doador cadaver. apés 4 anos de transplante, 28% dos pacientes

apresentaram ceratoses pré-malignas (PENN, 1984).
Em regides com pouca luz solar o risco de desenvolver cancer de pele é

aumentado em 4 a 7 vezes, enguanto que em regides aonde a exposicao solar

& maior este risco sobe para 21 vezes (PENN, 1984).
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A prevaléncia de verrugas virais aumenta rapidamente apdés o
transplante e existe uma forte associacdo entre o numero de verrugas
induzidas pelo papilomavirus (HPV) e o desenvolvimento de cancer de pele.
Além disso, HPV tem sido detectado em lesdes de pele benignas, pré-malignas
e malignas. Os tipos de HPV associados a epidermodisplasia-verruciforme (EV-
HPV) prevalecem em todos os tipos de lesées (BOUWES BAVINCK, 2001).
Entretanto, outros autores ndo observaram particulas virais nos tumores de
pele de pacientes transplantados utilizando cultura de tecido e microscopia
eletronica (KELLY et al., 1985).

A maioria das neoplasias cutdneas esta localizada em areas expostas
aos raios solares, como face, maos, antebrago e face posterior do pescoco.
Elas freqiientemente estdo associadas a outras lesdes, verrugas e ceratoses,
que devem ser diferenciadas das neoplasias (BLOHME et al., 1984; LANG et
al., 1994). ‘

Os carcinomas espinocelulares predominam sobre os basocelulares com
uma relacédo de 1,7:1 e em 44% dos casos eles sdo multiplos. Os tumores
cutdneos e de labios sdo agressivos e metastases ganglionares foram
observadas em 7,5%, sendo a maioria espinocelulares ou melanoma maligno.
A incidéncia de melanoma também é aumentada na populagdo de pacientes
transplantados, com mortalidade em 46% dos casos (PENN, 1984).

Os principais fatores implicados no aumento da incidéncia de cancer
cutaneo sdo: raga caucaséide, exposicdo aos raios ultravioleta (UVB), idade do
receptor (BLOHME et al., 1984), a presenga do papilomavirus 5 e 8, que
podem ser observados em 60% dos casos de cancer espinocelulares (BARR et
al., 1989), infeccéo pelo herpes virus (PENN, 1999), homozigoze no locus DR e
incompatibilidade no locus B do CPH entre doador e receptor (BOUWES
BAVINCK et al., 1991), intensidade da imunossupressdo e sensibilizacéo da
pele aos raios UVB pelos derivados imidazoélicos da azatioprina. Entretanto, a
presenca da molécula A11 no CPH parece conferir resisténcia ao cancer
cutaneo (STREILEIN, 1991).
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Gjersvik e cols. (2000) analisaram 148 pacientes submetidos a
transplante cardiaco e 1020 a transplante renal e observaram que o risco de
desenvolver cancer de pele do tipo ndo melanoma & 2,8 vezes maior nos
pacientes recebendo transplante de coracdo. Os autores atribuem este risco
aumentado a imunossupressdo mais agressiva utilizada nestes pacientes.
Entretanto, outros autores ndo observaram uma incidéncia aumentada de
melanoma nos pacientes transplantados quando comparados aos pacientes
em programa de tratamento dialitico ou a populagao geral (BRUNNER et al.,
1995).

As doencas linfoproliferativas (PTLD) representam a segunda causa
mais freqliente de neoplasias apdés o transplante de érgéos, com incidéncia
variando de 0,5% (CAILLARD et al.,, 2000) a 25% (FIRST et al., 1998),
dependendo do estado de imunidade do receptor contra o virus Epstein Barr
(EBV), do tipo de 6rgao transplantado e da intensidade da imunossupressao
(HO, 1995; WALKER et al., 1995, GRIDELLI, 2000). A primo-infecgéo pelo EBV
constitui o risco mais elevado de desenvolver uma doenca linfoproliferativa pés-
transplante.

O risco do paciente submetido a transplante renal desenvolver PTLD é
cerca de 30 a 40 vezes maior do que a populacdo em geral (PENN, 1991;
OPELZ et al., 1995).

PTLD compreende um grupo de manifestagdes, variando desde uma
linfoproliferacdo benigna e autolimitada a formas mais agressivas e
amplamente disseminadas da doenca. Esta ultima é comumente associada
com proliferagdo de células B, embora“ lesbes contendo células T e células
nulas também tenham sido relatadas. Histologicamente podem ser
classificadas em trés grupos: hiperplasia plasmocitica, doenca linfoproliferativa
polimérfica e linfoma/mieloma muiltiplo (CHADBURN et al., 1997; HARRIS et
al., 1997).

O quadro clinico pode se manifestar em qualquer periodo -pos-

transplante como uma sindrome semelhante a mononucleose infecciosa, como
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massa tumoral unica ou multipla ou, freqlientemente, como uma disfuncéo do
enxerto (GORAL et al., 1997). Randhawa e cols. (1996) estabeleceram os
critérios para diagnostico de PTLD no enxerto renal. Eles incluem a presenca
de ndédulos de células linféides em expansdo, atipia nuclear e areas
serpiginosas de necrose com uma densa infiltragdo mononuclear de fundo.

As localizagbes extra-ganglionares sao freqiientes, principalmente no
trato gastrintestinal e sistema nervoso 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
(KRIKORIAN et al., 1978).

A incidéncia de linfomas depende do tipo de érgao transplantado e da
intensidade de imunossupressao recebida, podendo variar de 15% a 54% das
neoplasias pos-transplantes. Foi relatado que a incidéncia de linfoma a cada
ano é maior em pacientes submetidos a transplante cardiaco dd que renal
(OPELZ et al., 1993)

Um aspecto importante € a raridade do linfoma de Hodgkin nos
pacientes transplantados, representando somente 3% do total dos linfomas,
enquanto que na populagdo em geral este tumor € o mais freqliiente, com
incidéncia de 24 a 48%. (WEINTRAUB et al., 1982; PENN, 1984). Dos linfomas
nao Hodgkin, 86% sao originados das células B e 14% das células T (PENN,
1991). Além disso, o tipo histolégico mais comum foi o histiocitico - sarcoma de

células reticulares (67%).

Envolvimento extranodal ocorreu em 78% dos casos, sendo que em
70% deles um unico érgao estava envolvido. O sitio mais comumente afetado
foi o sistema nervoso central, descrito em 58%. Este sitio pode ser acometido
em 1% dos pacientes nao transplantados com linfoma n&o Hodgkin
(WEINTRAUB et al., 1982; PENN, 1984).

Envolvimento linfomatoso do 6rgéo transplantado foi observado em 15%
dos casos (PENN, 1984).
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Os possiveis fatores etiolégicos favorecendo o aparecimento de linfomas
em pacientes transplantados incluem a perda da alca de feedback que
normalmente controla a proliferagdo dos linfécitos, estimulagdo antigénica
crénica dos linfécitos pelos antigenos estranhos do CPH do enxerto ou pelas
infeccdes multiplas e crénicas e viroses oncogénicas, das quais o principal
suspeito € 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 populacdo em geral (PENN, 1987).
Enquanto a incidéncia desta doenca na populagdo em geral é negligenciavel,
em pacientes transplantados ela pode aumentar para 6%, com predominancia
de acometimento no sexo masculino de 3:1 em relagdo ao sexo feminino. O
sarcoma & incomum nos receptores de transplantes pediatricos, representando
apenas 3% dos pacientes com esta neoplasia (FIRST et al., 1998; PENN,
1999).

O Sarcoma de Kaposi pode ser classificado em duas formas: cutaneo-
mucosa e visceral. Segundo Penn, 61% dos Sarcomas de Kaposi sdo nédo
viscerais, acometendo pele, conjuntiva € mucosa orofaringeana. Esta forma
manifesta-se como papulas ou maculas azul-avermelhadas na pele e/ou
mucosa orofaringea ou como granuloma infectado que nao cicatriza. A forma
visceral correspondeu a 39% dos Sarcomas de Kaposi e acometeu

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

Os tumores cutaneos apresentam uma evolugdo favoravel em mais da
metade dos casos e remissées espontaneas tém sido observadas em um terco
com a suspensido da imunossupressao. Entretanto, estas remissées sdo mais

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

Os possiveis fatores etioldgicos implicados no aparecimento do Sarcoma
de Kaposi em transplantados sdo a predisposicdo genética, infeccdes
prolongadas e repetidas pelo citomegalovirhs (CMV) e estimulagao antigénica
cronica pelo transplante ou por multiplas infecgdes (PENN, 1984).
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Os pacientes transplantados renais apresentam um risco aumentado de
neoplasias do trato urinario secundario a degeneracdo maligna de cistos
presentes nos rins nativos ou carcinoma urotelial em pacientes com
antecedentes de nefropatia por analgésicos. A prevaléncia de carcinoma renal
tem sido relatada ser 3% a 5% dos pacientes candidatos a transplante renal
comparado com 2% da populacéo geral (GULANIKAR, 1998; PENN, 1999).

Kyllonen e cols. (2000) analisaram 2.890 pacientes transplantados
renais no periodo de 1967 a 1997 e ndo detectaram uma incidéncia aumentada
de neoplasias comuns em homens, como pulmao, estdbmago e prostata, ou
neoplasias comuns em mulheres, como mama, em relacdo a populagédo geral.
Estas mesmas observacgdes 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 sitios mais frequentemente acometido pelas neoplasias foram os
pulmdes e os bréonquios (BRUNNER et al., 1995).

A indicacdo de transplante de 6rgaos em pacientes com antecedentes
de neoplasias & controversa, uma vez que a imunossupressao favorece o
crescimento das células neoplasicas, aumentando o risco de recidiva. Este
risco dependera da natureza do cancer inicial, sendo muito elevado apés
cancer de bexiga de alto grau, sarcoma, melanoma, cancer espinocelular ou
basocelular, cancer coloretal, cancer de mama e mieloma miuiltiplo. Nestes
casos €& aconselhavel que o paciente esteja em remissdao ha pelo menos 5
anos.

O cancer in situ nao contra-indica o transplante de 6rgaos. Segundo
Penn (1993b), o risco de recidiva de cancer pré-existente apos a realizacao de
transplantes de 6rgaos é de 53% quando o paciente esta em remissao entre 0
a 24 meses, 34% com remisséo entre 25 a 60 meses e 13% quando o tempo
de remissao é maior que 60 meses.
A incidéncia de neoplasias também é aumentada nos pacientes

transplantados com idade menor ou igual a 18 anos. Wingen e cols. (1994)
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observaram uma freqiiéncia de neoplasias de 4% durante um periodo de
observacdao de 5,7 anos. Porém, a distribuicdo dos tipos de neoplasias é
diferente dos individuos transplantados na idade adulta. Os linfomas sdo os
mais freqlientemente observados, ocorrendo em 52% dos registros de CTTR,
seguido dos canceres de pele e labios (20%), carcinoma de vulva e anus (4%),
sarcomas excluindo Kaposi (4%), neoplasias hepaticas (3%), carcinomas de
tiredide (3%), Sarcoma de Kaposi (2%) (PENN, 1994). Os linfomas nao
Hodgkin também predominam nesta faixa etaria de pacientes transplantados,
ocorrendo em 98% dos casos de linfomas (PENN, 1994; WINGEN et al., 1994).
Nao foi observada diferenca na incidéncia de linfomas entre pacientes tratados
com esquema classico (Azatiprina e Prednisona-AZA+PRED) e CsA (GRUBER
et al., 1994).

Neoplasias podem ser transmitidas ao receptor através do 6rgéo doado.
Do ponto de vista pratico e médico-legal esta transmissdo pode ser
diferenciada em tumor transmitido pelo doador e tumor derivado do doador
(PENN, 1993b). Os tumores transmitidos sdo aqueles existentes no doador no
momento do transplante enquanto que os tumores derivados s&o tumores de
novo que se desenvolvem nas células do doador que foram transplantadas,

como leucemia promielocitica, PTLD e adenocarcinoma pancreatico.

O U.N.O.S. (United Network for Organ Sharing, Richmond) registrou
uma incidéncia de 0,04% de tumores relacionados ao doador. A mortalidade
global, incluindo os receptores de 6rgdos de doadores vivos, foi de 38%
(KAUFFMAN et al., 2002).

Diferentes mecanismos podem contribuir para o risco aumentado de
cancer em pacientes imunossuprimidos e a importancia de cada um deles varia

com o tipo de malignidade:
a) Piora da vigilancia imunolégica

Permite que células potencialmente neoplasicas, com mutacéo somatica

ou infecgdo viral, escapem da eliminagdo pelo hospedeiro (BURNET, 1967;
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KEAST, 1970). Varios mecanismos podem ser operantes: (COTRAN et al,,
2000).

a4) Crescimento seletivo de variantes antigeno-negativas: durante a
progressao do tumor podem ser eliminados os clones fortemente
imunogénicos,

az) Perda ou reducado da expressao de moléculas do CPH: as células
tumorais podem deixar de expressar niveis normais de moléculas de classe |
do CPH, escapando, assim, do ataque pelas células Tc, mas ndo das células
NK;

a3) Auséncia de co-estimulacao: As células tumorais podem expressar
moléculas de classe | do CPH mas, freqilentemente, ndo expressam moléculas
co-estimuladoras. Isto pode acarretar um processo de anergia e induzir
apoptose das células T;

a4) Imunossupressao: os tumores ou produtos tumorais podem ser

imunossupressores, como € o caso do TGF-§;

as) Apoptose das células Tc: alguns melanomas e carcinomas
hepatocelulares expressam o ligante Fas. Esses tumores matam os linfécitos
que expressam Fas quando estes entram em contato com o tumor, eliminando,
assim, as células T tumor-especificas.

b) Carcinogénese por radiacao

Evidéncias epidemiolégicas mostram que os raios UV do sol induzem
uma incidéncia 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 exposic¢éo e da quantidade de

protecéo fornecida pela camada de melanina na pele que absorve a luz.
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A porcao UV do espectro solar pode ser dividida em trés 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 responsavel pela indugcao de
canceres cutaneos. A UVC, apesar de ser um potente mutageno, é filirada na
camada de ozdnio ao redor da terra.

A carcinogénese da luz UVB é atribuida a sua formagao de dimeros de
pirimidina no DNA. Esse tipo de lesdo do DNA é reparado através via de reparo
de excisdo de nucleotideos (NER, nucleotide excision repair). Existem cinco
etapas do NER: (1) reconhecimento da lesdo do DNA, (2) incisdo do filamento
lesado em ambos os lados da lesdo, (3) remogdo do oligonucleotideo
danificado, (4) sintese de um remendo de nucleotideo, e (5) sua ligagédo. Esse
processo requer o produto de pelo menos 20 genes. Foi postulado que a
excessiva exposi¢cao ao sol pode sobrepujar a capacidade de reparo da via do
NER e, desta forma, lesdes podem permanecer sem reparo permitindo erros de
transcricdo e, em alguns casos, o aparecimento de cancer (COTRAN et al.,
2000).

c) Viroses oncogénicas

O intervalo de tempo entre o transplante de 6érgéaos e o aparecimento de
algumas neoplasias reforga a hipétese de infecgdo por um oncovirus. Além
disso, alguns tipos de neoplasias que ocorrem comumente nesta populacao
sdo relacionadas a etiologia viral, tais como linfoma, cancer de pele, labios,
cérvice uterina, hepatoma e sarcoma de Kaposi (PENN, 1977; KINLEN et al.,
1983).

Infeccéo pelo 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 varios canceres, sobretudo carcinoma de
células escamosas do colo uterino e regido anogenital, além de cénceres orais

e de laringe.
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As analises moleculares de carcinomas associados ao HPV e verrugas
genitais benignas revelam diferencas e podem ser pertinentes para a atividade
de transformacdo desses virus. Nas verrugas benignas e lesbes pré-
neoplasicas, o genoma do HPV é mantido numa forma epissémica (néo
integrada), ao passo que nos canceres, o DNA viral é geralmente integrado ao
genoma das células hospedeiras. Embora este sitio de integracdo seja
randdmico, o padréo de integracdo é clonal, isto &, o local de integracéo é
idéntico no interior de todas as células de um determinado tipo de céancer,
afastando a possibilidade de infestagcdo passageira de uma célula em
tranformacao (COTRAN et al., 2000).

Também existem evidéncias mostrando uma associagdo entre herpes
virus do tipo Il e carcinoma de cérvice uterina. A infecgdo viral parece ser o
fator desencadeador, embora ndo unico, desta neoplasia (PAGANO, 1984).

A infecgao 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 linfécitos B, o genoma linear do EBV torna-
se circular para formar um epissomo no nucleo da célula. As células B
contendo o virus latente sao, entdo, imortalizadas. A base da imortalizacédo das
células B pelo EBV é complexa. Parece que a proteina de membrana latente 1
(LMO-1) estad envolvida, impedindo a apoptose das células B através da
regulacdo positiva da expressdo do bcl-2; além disso, ativa as vias de
promocdo de crescimento, que normalmente sdo deflagradas por sinais
oriundos das células T (COTRAN et al., 2000).

Outra associacdo bem estabelecida é a da infecgdo pelo virus da
hepatite (HBV) e o hepatocarcinoma (PAGANO, 1984). O HBV codifica um
elemento regulador, denominado proteina Hbx, que desorganiza o controle
normal de crescimento dos hepatécitos infectados através da ativacdo

transcricional de varios genes promotores do crescimento, como o fator de
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crescimento |l semelhante a insulina (IGF-Il) e receptores do IGF-IR. A proteina
Hbx liga-se ao p53 e parece interferir nas suas atividades de supressdo do
crescimento (COTRAN et al., 2000).

d) Estimulacao antigénica cronica e regulagido imune

O tecido transplantado poderia estimular cronicamente o sistema
reticulo-endotelial. (ARMSTRONG et al.,, 1962; SCHWARTZ et al., 1965;
WALFORD, 1966; SMITHERS et al., 1969). Schwartz (1972) sugere que a
estimulacdo antigénica crénica impediria o mecanismo de feedback que
normalmente controla a extensdo das reacdées imunes. Isto acarretaria
proliferagéo linféide continuada, com ativagéo viral e proliferagédo de linfocitos
transformados.

e) HLA e cancer

Existe uma forte associagéo entre alguns antigenos do Sistema HLA e a
ocorréncia de determinados tumores. A susceptibilidade do carcinoma de
nasofaringe € associada com A2, Bw46 em chineses e com A29 em Africanos,
este ultimo com risco relativo (RR) de 19,6. O antigeno B37 em individuos da
raca negra aumenta o RR de linfoma para 37,59 e DR5 em caucaséides do
Mediterraneo apresenta RR de Sarcoma de Kaposi de 12,7. O DR5 também é
associado ao cancer de rim com RR de 4,7 (HORS et al., 1984).

f) Acao neoplasica 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 oncogénico de outros ag‘éntes, como por exemplo a luz
UV, aumentando o risco de cancer de pele (KORANDA et al.,, 1975). Outra
evidéncia da acdo neoplasica das drogas imunossupressoras tem sido o
aumento na incidéncia de linfomas em péCiéntes tratados com CsA (PENN |,
1987), anticorpo monoclonal anti-CD3 (OKT3), globulina anti-linfocitica (ALG)
ou globulina anti-timocitica (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 glandula
mamaria de uma rata albina prenha, que regredia temporariamente durante o
periodo de lactacdo. O exame hispotatoldgico revelou um adenocarcinoma. O
tumor foi transplantado para outros ratos albinos com indice de pega de 56%.
(EARLE, 1935)

Apds sucessivos ftransplantes, a neoplasia apresentou variacées
morfolégicas, assumindo formas carcinomatosa, sarcomatosa mista e
carcinossarcomatosa. Fisher e cols (1961) descreveram trés tipos de células do
tumor de Walker. Uma célula caracteristica da variante carcinomatosa, de
forma poligonal ou arredondada, nucleo volumoso, esferéide ou ovoide,
cromatina condensada na perfiferia e nucléolo proeminente. Um segundo
padrdao de célula sarcomatoso, geralmente fusiforme, com caracteristicas
semelhantes aos fibroblastos neoplasicos. O terceiro tipo de células
indiferenciadas, pequenas densamente coradas, de forrﬁa arredondada,
poligonal ou alongada, citoplasma escasso e nticleo de cromatina grumosa,
sendo encontradas freqiientemente entre as células de padrao carcinomatoso.

Metastases do tumor de Walker, apés inoculagéo por via intramuscular,
tém sido observadas nos rins, bago, pulmées, figado, supra-renais, medula
6ssea, coracao e lingua (IWANA DE MATTOS et al., 1980).

Fatores que interferem no crescimento do tumor séo 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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OBJETIVOS



1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito das drogas imunossupressoras Rapamicina,
Micofenolato mofetil e Ciclosporina microemulsdo sobre o crescimento ou
regresséo tumoral, utilizando modelo experimental de ratos Wistar inoculados
com carcinossarcoma 256 de Walker, que apresenta baixo indice metastatico.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2. 1. Avaliar os efeitos da Rapamicina usada isoladamente sobre o
crescimento tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma 256 de
Walker e comparar estes efeitos com aqueles de outras drogas
imunossupressoras: Ciclosporina microemulsdo ou Micofenolato mofetil:

2. 2. Avaliar o efeito da associagdo de Rapamicina com outras drogas
imunossupressoras, Ciclosporina microemulsédo ou Micofenolato mofetil, sobre

o crescimento tumoral, em animais inoculados com carcinossarcoma 256 de
Walker;

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

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

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

2. 6. Avaliar o efeito da Rapa na regressao tumoral do. carcinossarcoma
256 de Walker utilizando suspenséo celular isolada com gradiente de ficoll-
hypaque. |
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| - MATERIAIS
1. Equipamentos, Reagentes e Vidraria

Azul tripano 0,45%

Alcool etilico 70% (Toper Alcool ®)

Agua destilada

Soro fisiolégico 0,9% - B Braun®

Ficoll-Pague™ Plus — frasco de 500ml - lote 290047
Gentamicina 80mg - Ariston®

Eter sulfdrico -

Formol 10% - Quimex

Azeite de oliva - Torremolinos

BD Descartex® - Becton Dickinson Ind. Cirurgicas Ltda
Seringas de 1, 3, 5, 10 ml — Plastopak®, Becton Dickinson, Ltda, Brasil
Agulhas 21G — Industrias Cirargicas e Opticas S. A. Brasil
Luvas de procedimento- Embramac

Tubos de ependorf 1,5 ml — Analitica, Ltda

Tubos de 3ml contendo EDTA - Becton Dickinson, Ltda, Brasil
Tubos de Fisher de 1ml - Biosystems ' |
Placas de Petri — Pirex®

Ponteiras amarelas e azuis — Analitica, Ltda

Pipetas automaticas de 20, 100 e 200 pl - Gilson®

Pipeta Pasteur P200 - Dropette™

Papel aluminio -

Graal e pistilo

Material cirdrgico

Paquimetro — Marberg®

Microscopio Optico NIKON FX-35DX com LABOPHOT-2, Japao
Maquina fotografica Canon EOS 5000

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

Balancga para pesagem de animais (tara de 0 a 2000 g, Mettler P3, USA

MATERTATIR E METODNS
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Centrifuga Fisher Centrifuge Model 59

Capela com luz ultravioleta

Ringer com lactato — Laboratério Madrevita® Ltda: frasco de 500ml contendo
109 mEq/l de cloreto, 129,0 mEq/l de sédio, 4,0 mEq/l de potassio, 2,7 mEq/I
de calcio, 26,8 mEq/l 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 ragao
balanceada (Fri-Ribe) e agua mineral Indaia® “ad libitum” durante todo o
experimento.

Todas as manipulacées dos animais foram realizadas seguindo a

bioética da manipulagéo de animais em estudos experimentais.
3. DROGAS
3. 1. Rapamicina

A Rapamicina (Rapamune ®) foi obtida da Wyeth, na forma de solugéo
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 periodo de utilizagdo. A dose de 1,5mg/kg/dia foi administrada por via
oral. z

Dose (ul) = peso (g) x 1,5"
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3. 2. Micofenolato Mofetil

O Micofenolato Mofetil (CellCept®) foi obtido da Roche Industria
Brasileira, em comprimidos contendo 500mg da droga (lote B1076). Os
comprimidos foram macerados em capela devido a sua toxicidade pulmonar,
utilizando graal e pistilo até obter uma fina pasta e, posteriormente, diluido em
agua destilada até uma solucéao final de 25mg/ml. Esta solugdo foi armazenada
a 4°C durante todo o experimento e administrada por via oral na dose de
10mg/kg/dia.

Dose (ul) = peso (g) x 2
5

3. 3. Ciclosporina A

A Ciclosporina microemulsao (Sandimmun Neoral®) foi obtida da
Novartis na forma de frascos de solugdo oral de 100mg/mi da droga (lote
312MFB0700) O frasco foi conservado a 4°C durante todo o periodo de

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

Dose (ul) = peso (g)
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) =| peso (g) X 20

100

Il - METODOS
1. PROTOCOLO DE ESTUDO

Este estudo foi dividido em 2 etapas, conforme esquematizado na figura
19:
Etapa 1: Avaliacdo do efeito das drogas imunossupressoras, usadas
isoladamente ou em associacdo, sobre o crescimento ou regressdo do

carcinossarcoma 256 de Walker inoculado em ratos;

Etapa 2: Testar uma nova técnica de separacdo das células do

carcinossarcoma 256 de Walker;

69

MATERIAIS E METODOS



PRIMEIRA ETAPA

“Avaliacdo do efeito das drogas imunossupressoras sobre o
crescimento e formacdo de metastases ou a regressao de
tumor, em animais inoculados com células do

carcinossarcoma 256 de Walker”.
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1. METODOLOGIA UTILIZADA NA IMPLANTAGCAO DO
CARCINOSSARCOMA 256 DE WALKER EM RATOS WISTAR.

1. 1. Linhagem tumoral

A linhagem celular do carcinossarcoma 256 de Walker foi fornecida pelo
Laboratério de Oncologia Experimental do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Ceara. Esta linhagem tumoral é
mantida pela inoculagdo intramuscular de 1 x 10° células tumorais na coxa

direita traseira de ratos Wistar machos doadores de tumor, a cada 7 dias.
1. 2. Preparacao do indculo celular e repicagem

Os animais doadores de tumor foram anestesiados com xilazina e
ketamina e sacrificados por deslocamento cervical no 7° dia apés o implante
tumoral. A coxa direita foi dissecada, em capela, utilizando material
esterilizado, e retiraram-se fragmentos tumorais isentos de tecido necrético.
Estes fragmentos foram colocados em placa de Petri contendo solugcédo de
gentamicina a 0,45% e Ringer com lactato na proporgéo de 1:10 e, em seguida,
triturados e homogeneizados. O material, uma vez filtrado, foi colocado em
camara de Newbauer e corado com azul tripano para avaliar a viabilidade
celular. A suspensao foi ajustada para manter 1 X 10° células tumorais/ml.

1. 3. Técnica implantacao do carcinossarcoma 256 de Walker

Apés leve sedacdo do animal com éter sulftrico, 1ml da suspenséo de
células tumorais, contendo 1 x 10° células, foi injetada por via subcutanea na
regido dorsal préxima a axila direita, utilizando seringa de insulina (figura 15).

Nos animais doadores, 1ml da suspensao 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 regido axilar, direita 10 dias apos a injegdo subcutanea de 1ml de
suspenséo contendo 1 X 10° células tumorais. Foto no 10° dia apds 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 apds a injegao intramuscular de
1ml de suspensdo contendo 1 X 10°® células tumorais. Foto no 7° dia apos
implante tumoral.
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1. 4. Curva de Crescimento Tumoral

A medida do tumor foi realizada diariamente utilizando-se um paquimetro
manual. Os dois maiores didmetros foram registrados e o volume tumoral
calculado através da formula de Steel (1977):

V(cm®)=Dxd?/2

onde, V = volume tumoral, D = maior didmetro tumoral, d = menor diametro

tumoral

A média dos volumes tumorais de cada grupo de animais foram
dispostas em grafico relacionadas ao tempo em dias decorridos apés a
inoculacao do tumor.

1. 5. Inibicdao do crescimento tumoral

A inibicao do crescimento tumoral foi calculada a partir da média do peso
tumoral (MTW), em mg, no término do tratamento (ENG et al., 1984)

TIC %= MTW (grupo de tratamento) X 100

MTW (grupo controle)

% inibicao = (100 - T/C %)
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2. PROTOCOLOS

2. 1. Avaliacdao do efeito de drogas imunossupressoras, usadas
isoladamente, sobre o crescimento tumoral e formagcao de metastases,

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, agua 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 microemulsdo — CsA, na dose de
10mg/kg/dia, administrada por via oral,

Grupo 4 (G4), n=10: Micofenolato Mofetil - MMF, na dose de 10mg/kg/dia,
diluido em agua 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
automaticas de 20, 100 e 200 pl (figura 17).

Apos leve sedagao com éter sulfurico, todos os grupos de animais foram
inoculados com células da linhagem do carcinossarcoma 256 de Walker na
concentracdo de 1 X 10° células, por via.subcutidnea, na regido dorsal do

animal, utilizando seringa de insulina.
Os animais de cada grupo foram pesados a cada 2 dias e o tumor
mensurado diariamente para realizagdo 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 exsangiliinagéo.
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Analise bioquimica: O sangue foi coletado, 24 horas apés a ultima dose de
CsA, em tubos de 3ml contendo EDTA e o material armazenado a 4°C até a
determinagéo do seu nivel sangiliineo, através de anticorpo monoclonal por

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

Analise histolégica: Todos os animais sacrificados foram necropsiados para
analise macroscopica e pesquisa de metastases no figado, baco, pulméo. Os
orgaos com suspeita de metastase foram fixados em formol a 10%, incluidos
em parafina, cortados no micrétomo na espessura de 4 a 6 p, corados pela
técnica de hematoxilina-eosina e analisados em microscopica optica. Os
parametros analisados foram a infiltracdo de pequenas células neoplasicas
indiferenciadas (NIPC), a necrose tecidual, a infiltracdo de células
granulociticas e as areas de hemorragia. Cada parametro foi avaliado por um

observador ndo 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 automaticas de 20, 100 e 200 pl.

71

MATERIAIS E METODOS



2. 2. Avaliacéo do efeito da associagdo de Rapamicina com Ciclosporina
microemulsao ou Micofenolato mofetil sobre o crescimento tumoral e

formacao de metastases, 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): agua 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 microemulsédo, 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, diluido em &gua
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
automaticas de 20, 100 e 200 pl.

Apos leve sedagédo com éter sulfarico, todos os grupos de animais foram
inoculados com células da linhagem do carcinossarcoma 256 de Walker na
concentragdo de 1 x 10° células, por via subcutidnea, na regido dorsal do

animal, utilizando seringa de insulina.
Os animais de cada grupo foram pesados e o tumor mensurado a cada 2
dias para realizagéo 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 exsangiliinagao.
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Analise bioquimica: O sangue foi coletado, 24 horas apés a ultima dose de
CsA, em tubos de 3ml contendo EDTA para determinacdo do seu nivel

sangiineo.

Devido a mortalidade elevada neste experimento, o protocolo foi repetido
com ftrinta 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 0 mesmo esquema imunossupressor, ja descrito

G1 (n=9, Cont); G2 (n=8, Rapa); G3 (n=9, CsA + Rapa); G4 (n=9, MMF +
Rapa).

O protocolo de avaliagdo foi o mesmo ja descrito, exceto a curva de
crescimento tumoral, que foi realizada diariamente.

79

MATERTATIS E METODOS



2. 3. Avaliacdo do efeito da associacao do Micofenolato mofetil com a
Ciclosporina microemulsdao sobre o crescimento tumoral e formacao de

metastases, 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 0 esquema imunossupressor recebido:

G1 (n=7, Cont): agua mineral administrada por via oral;

G2 (n=9, CsA): CsA microemulséo, na dose de 10mg/kg/dia

G3 (n=8: MMF + CsA): MMF, nla dose de 10mg/kg/dia, diluido em agua
destilada e CsA microemulsdo, na dose de 10mg/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

automaticas de 20, 100 pl.

Apos leve sedagdo com éter etilico, todos os grupos de animais foram
inoculados com células da linhagem do carcinossarcoma 256 de Walker na
concentracdo de 1 x 10° células, por via subcutidnea, na regido dorsal do

animal, utilizando seringa de insulina.

Os animais de cada grupo foram pesados a cada 2 dias e o tumor
mensurado diariamente para realizagdo 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 exsangiinagéo.
Analise bioquimica: O sangue foi coletado, 24 horas ap6s a ultima dose de

CsA, em tubos de 3ml contendo EDTA para determinagdo do nivel seu

sangiiineo.

80

MATERIAIS E METODOS



2. 4. Avaliacao do efeito da Rapamicina e do Micofenolato Mofetil sobre a
regressdao do carcinossarcoma 256 de Walker implantado na regiio
subcutanea 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

0 esquema imunossupressor recebido:

G1 (n=7, Cont): agua 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 10rhg/kg/dia, diluido em agua destilada e
administrado por via oral;

As drogas imunossupressoras foram iniciadas no 4° dia apés o
implante tumoral e administradas durante 7 dias por via oral utilizando pipetas
automaticas de 20, 100 e 200 pl.

Apoés leve sedacao com éter sulfurico, todos os grupos de animais foram
inoculados com células da linhagem do carcinossarcoma 256 de Walker na
concentragdo de 1 x 10° células, por via subcutanea, na regido dorsal do

animal, utilizando seringa de insulina.
Os animais de cada grupo foram pesados a cada 2 dias e o tumor
mensurado diariamente para realizacdo 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 exsangiiinagao.
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SEGUNDA ETAPA

“MODIFICACAO NA TECNICA DE IMPLANTAGAO DO
CARCINOSSARCOMA DE WALKER, UTILIZANDO O
GRADIENTE DE FICOLL-HYPAQUE PARA ISOLAMENTO DAS
CELULAS TUMORAIS”
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1. PREPARAGAO DO INOCULO CELULAR

Os animais doadores de tumor foram anestesiados com xilazina e
ketamina e sacrificados por deslocamento cervical no 7° dia apés implante
tumoral. A coxa direita foi dissecada, utilizando material esterilizado, e
fragmentos tumorais isentos de tecido necrético foram retirados. Estes
fragmentos foram colocados em placa de Petri contendo solugdo de
gentamicina a 0,45% e Ringer com lactato na proporcéo de 1:10 e, em seguida,
triturados e homogeneizados. O material, uma vez filtrado, foi colocado em
tubos de 1ml de Fisher contendo 0,2ml de Ficoll-Hypaque e centrifugado a
5.500 gpm durante 3 minutos. O anel de céltjlas localizado sobre o ficoll foi
retirado com pipeta Pasteur e colocado em novo tubo de Fisher e a solugédo 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 solugao de gentamicina e Ringer com lactato e
novamente centrifugada a 1.000 gpm durante 1 minuto. O sobrenadante foi
novamente descartado e o sedimento diluido com solugdo de gentamicina e
Ringer com lactato e 1 gota da suspenséo celular foi colocada em camara de
Newbauer e corada com azul tripano para avaliar a viabilidade celular. A
suspénséo foi ajustada para manter 1 X 10° células tumorais/ml. As figuras 18°
e 18b mostram as suspensées celulares tumoral obtidas com as duas técnicas,

sem e com gradiente de ficoll para a separagao celular.
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Figura 18a. Esfregaco de células do carcinossarcoma 256 de Walker coradas com
hematoxilina e eosina: suspensdo celular obtida a partir de tecido tumoral
fragmentado, homogeneizado em solugéo de ringer com lactato e gentamicina e
filtrado (aumento de 400X e 1000X, respectivarﬁente).
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Figura 18b. Esfregaco de células do carcinossarcoma 256 de Walker coradas com
hematoxilina e eosina: suspensdo celular obtida- a partir de tecido tumoral
fragmentado, homogeneizado em solugdo de ringer com lactato e gentamicina,
filtrado e centrifugado em gradiente de ficoll-hypaque (aumento de 400X e 1000X,
respectivamente);
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2. PROTOCOLOS

2. 1. Comparacgio da curva de crescimento tumoral do carcinossarcoma
256 de Walker, utilizando ou nao o gradienté de Ficoll-Hypaque para

isolamento das células tumorais antes da implantacao 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 preparagéo da célula tumoral utilizada:

G1 (n=10): sem gradiente de ficoll;
G2 (n=10): com gradiente de ficoll.

Apo6s leve sedagao com éter sulfurico, todos os grupos de animais foram
inoculados com células da linhagem do tumor de Walker na concentragéo de 1
x 10° células, por via subcuténea, na regido dorsal do animal, utilizando seringa
de insulina.

Os animais de cada grupo foram pesados a cada 3 dias e o tumor
mensurado diariamente para realizagéo 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 exsanguinagao.

Analise histolégica: Todos os animais sacrificados foram necropsiados para
analise macroscopica e pesquisa de metastases no figado, baco, pulmao. Os
6rgaos com suspeita de metastase foram fixados em formol a 10%, incluidos
em parafina, cortados no micrétomo na espessura de 4 a 6 pn, corados pela
técnica de hematoxilina-eosina e analisados em microscépica Optica. Os
parametros analisados foram a infiltragdo de pequenas células neoplasicas
indiferenciadas (NIPC), a necrose tecidual, a infiltracdo de células

granulociticas e as areas de hemorragia. Cada parametro foi avaliado por um
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observador néo cego e quantificado como leve (+), moderado (++) ou intenso

(+++).

2. 2. Avaliacdo do efeito do Rapamicina na regressao 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 0 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 apés o implante
tumoral. As drogas foram administradas por via oral utilizando pipetas
automaticas de 20, 100 e 200 pl.

Apos leve sedagao com éter sulfirico, todos os grupos de animais foram
inoculados com células da linhagem do tumor de Walker na concentragéo de 1
x 10° células, por via subcuténea, na regido dorsal do animal, utilizando seringa
de insulina.

Os animais de cada grupo foram pesados a cada 2 dias e o tumor
mensurado diariamente para realizagdo 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 exsanguinagao.
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ANALISES ESTATISTICAS

Os valores foram expressos como média + desvio padréo. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa de computacdo SPSS Data
Editor soffware (SPSS for Windows software). Os resultados foram
considerados significativos quando p<0.05. Foi verificado a normalidade dos
dados e na hipétese de ndao normalidade, foi realizada a transformacao destes
dados. Para comparagédo dos grupos foi empregado o teste ANOVA para
modelos multivariados e para modelos com analise de medidas repetidas ao
longo do tempo para comparacgéao 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-
| Hypagque para isolamento das células tumorais '
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PRIMEIRA ETAPA

“Avaliacdo do efeito das drogas imunossupressoras sobre o
crescimento tumoral e formagdo de metastases ou a regresséo,
em animais inoculados com células do carcinossarcoma 256
de Walker”.
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2. 1. Avaliacio do efeito das drogas imunossupressoras, usadas
isoladamente, sobre o crescimento tumoral e formacao de metastases,

em animais inoculados com carcinossarcoma 256 de Walker.

Grupos experimentais: Grupo 1 (G1), n=10: Controle - Cont, agua 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
microemulsdo — 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, diluido em
agua destilada e administrado por via oral.

Todos os animais 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 cm?, p<0,001, figura 22b) e
MMF (10,3 + 2,8 cm®, p<0,05, figura 21) quando comparados com o grupo
controle (14,9 + 4,2 cm®: 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 diferenca nao foi significativa (p=0,094). O volume
tumoral foi significativamente maior nos animais do grupo da CsA (13,9 + 3,0
cm?®, figura 22a) do que naqueles do grupo Rapa (6,8 + 2,7 cm?®; p<0,0001),
porém nao diferiu do grupo controle (14,9 + 4,2 cm?®, p=0,891) nem do grupo
MMF (10,3 +£2,8 cm®; p=0,0789, tabela 3, figura 20).

Os animais foram sacrificados no 10° dia apés o implante tumoral. Nao
foi detectada metastase tumoral em nenhum rato. O tumor foi dissecado e

pesado.

O 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 agua destilada (7,3 +2,0 g, p < 0,001, tabela 5).
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A inibicdo 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 nao
apresentou diferenca significativa quando comparado ao do grupo controle
(p=0,288, figuras 23 e 24).

A analise histolégica evidenciou a presenga 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. Infiltracdo 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 infiltracéo 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 Raba e em 66,7% do grupo controle (Figura 25c).
Exsudato granulocitico moderado ou leve foi observado em todos os grupos;
areas 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 nivel médio de ciclosporina, dosada no sangue total em 4 animais

mostrou niveis de 307,9 + 142,3 ng/ml.

O 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, néo havendo
diferenca 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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Tabela 1. Crescimento tumoral*, expresso em cm?®, em animais inoculados com
carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com agua mineral por via oral,
iniciada 24 horas antes da inoculagéo tumoral.

Ratos D4 D5 D6 D7 D8 D10
R1 0,00 0,00 0,41 1,90 5,51 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
RS 0,00 0,20 0,67 2,36 3,79 12,2
RO 0,00 0,08 0,13 1,80 2,75 10,9
R10 0,00 0,20 0,49 1,01 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

* 3 2

Volume tumoral (cm®) =

Dm x d9)/2

Dm = Diédmetro maior , d = didmetro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padrao, D = dia.
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Tabela 2. Crescimento tumoral*, expresso em cm®, 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 inoculagao tumoral.

Ratos D4 D5 D6 D7 D8 D10
R1 0,00 0,00 0,08 1,27 2,60 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 0,00 045 | 0,57 1,80 8,75
R9 0,00 0,02 022 | 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*) = Omxdd)2

Dm = Didmetro maior , d = didmetro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padrao, D = dia.
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Tabela 3. Crescimento tumoral*, expresso em cm°, em animais inoculados com
carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com Ciclosporina microemulsao,
na dose de 10 mg/kg/dia por via oral, iniciada 24 horas antes da inoculacéo

tumoral.

Ratos D4 D5 D6 D7 D8 D10
R1 0,00 | 0,08 0,51 3,24 8,13 20,0
R2 0,00 | 0,02 1,06 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
RS 0,00 | 000 | 060 118 | 557 | 118
) 0,00 | 0,00 0,22 1,08 5,00 16,4
R10 0,00 | 008 | 0,38 3,61 3,08 14,0

Média | 0,003 | 0,04 0,58 2,00 528 | 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

#
e e S e T L R
* Volume tumoral (cm®) = (Dm x d%)/2
Dm = Didmetro maior , d = didmetro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padrao, D = dia.
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Tabela 4. Crescimento tumoral*, expresso em cm?®, 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 inoculacao tumoral.

Ratos D4 D5 D6 D7 D8 D10
R1 0,00 0,03 0,36 0,86 2,60 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

*
T A R A v - S
* Volume tumoral (cm”) = (Dm x d)/2

Dm = Diametro maior , d = didmetro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padrao, D = dia.
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Figura 20. Crescimento tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma
256 de Walker e tratados com agua mineral (Cont, n=10), Rapamicina (Rapa,
n=10), Ciclosporina microemulsdo (CsA, n=10) ou Micofenolato Mofetil (MMF,
n=10), administrados por via oral e iniciados 24 horas antes da inoculaggo
tumoral. (a) p<0,05 Rapa comparado ao controle; (b) p<0,05 Rapa comparado
ao MMF; (c) p<0,05 Rapa comparado a CsA; (d) p<0,05 MMF comparado a
CsA; (e) p<0,0001 Rapa comparado ao controle; (f) p<0,0001 MMF comparado
ao controle; (g) p<0,0001 Rapa comparado a CsA; (h) p<0,0001 MMF
comparado a 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 agua mineral, Rapamicina, Ciclosporina Microemulséao

ou Micofenolato Mofetil administrados por via oral e iniciados 24 horas antes

da inoculacao tumoral.

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@° 8,80 5,209
DP 1,99 1,23 2,07 2,01
EMP 0,629 0,388 0,655 0,637

#
MMF = Micofenolato Mofetil, CsA = Ciclosporina microemulsao; Rapa = Rapamicina,

Cont = controle, g = grama, DP = desvio padrao, EMP = erro médio padrao; (a) p <

0,001 Rapa comparado ao controle; (b) p<0,001 Rapa comparado a CsA, (c) p<0,05

MMF comparado ao controle; (d) p<0,001 MMF comparado a CsA.
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Figura 21. Rato Wistar AF macho com carcinossarcoma 256 de Walker
implantado na regi&o subcutanea 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 regi&io subcutanea axilar direita e submetido a tratamento com:
a) Ciclosporina microemuls&o, 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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CsA Rapa MMF Cont

Figura 23. Carcinossarcoma 256 de Walker dissecado da regido subcutanea
da axila direita, em animais submetidos aos diversos tratamentos: Ciclosporina
microemulsdo (CsA, 10mg/kg/d), Rapamicina (Rapa, 1,5mg/kg/d), Micofenolato
mofetil (MMF, 10mg/kg/d) ou agua 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 regiéo\subcuténea
da axila .direita, em animais submetidos a tratamento com: a) Ciclosporina
_microemulsﬁo (CsA, 10mg/kg/d), b) agua mineral (Cont, 100 pl/d), c)
Rapamici_ha (Rapa, 1,5mgl/kg/d), d) Micdfenolato mofetii (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 histologicos de carcinossarcoma 256 de Walker, dissecado
da regigo subcutanea da axila direita de ratos Wistar, mostrando (a)'a presenca
de neoplasia indiferenciada de pequenas células com aspecto denso; (b)
pseudonucleado; (c¢) areas de necrose, reabsorgdo, edema; (d) hemorragia

intersticial (aumento de 200 e 400X).
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Tabela 6. Andlise histolégica do tumor de Walker no 10° dia apds o implante
em ratos Wistar tratados com agua mineral, Ciclosporina microemulsao,
Micofenolato mofetil ou Rapamicina, todos iniciados 24 horas antes do implante

e administrados durante 10 dias.

Parametros Controle CsA MMF Rapa
(n=10) (n=10)
leve 55,6% 50% 55,6% | 77,8%
NIPC moderado 22,2% 50% 44.4% | 22,2%
intenso 22,2% - - -
leve 11,1% 11,1% - 22,2%
necrose moderado 66,7% 55,6% | 55,6% | 77,8%
intenso 22,2% 33,3% | 44,4% -
leve 88,9% 11,1% | 44,4% | 88,9%
Exsudato
. moderado - 77,8% | 55,6% | 11,1%
granulocitico
intenso - - - -
leve 44,4% - 88,9% | 44,4%
Hemorragia moderado 11,1% - - -
intenso - - - -

#
NIPC = neoplasia indiferenciada de pequenas células; CsA = Ciclosporina

microemulsao; MMF = Micofenolato mofetil; Rapa = Rapamicina
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Tabela 7. Peso corporal de animais inoculados com carcinossarcoma 256 de
Walker e tratados com agua mineral, Rapamicina, Ciclosporina microemulsao
ou Micofenolato Mofetil administrados por via oral e iniciados 24 horas antes
da inoculacao tumoral.

Grupos D-1 DO D2 D4 D6 D8 D10
141,3 147,7 151,2 144,3 153,1 153,4 1521
Cont *
n=10 - - B - - - -
19,0 20,8 20,1 20,1 20,6 21,5 22,8
139,3 146,5 150,4 151,7 150,5 149,9 146,4
Rapa *
n=10 - ) B - B - -
16,3 17,5 16,6 16,3 17,3 18,8 19,8
146,7 147,9 1573 150,4 157,7 159,0 159,4
CsA*
n=10 - - ~, - - - -
21,8 20,0 19,3 19,9 18,9 18,3 19,9
145,7 137,9 155,8 153,3 158,4 158,1 158,9
MMF *
n=10 B B N - - - -
26,9 25,3 24,3 24,4 23,3 20,8 21,5
#

Valores expressos em gramas como média + desvio padrao
Cont = controle (Agua destilada), CsA= Ciclosporina microemulsao
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: agua mineral (Cont, n=10),
Rapamicina (Rapa, n=10), Ciclosporina microemulsdo (CsA, n=10) ou
Micofenolato Mofetil (MMF, n=10), administrados por via oral e iniciados 24
horas antes da inoculagéo tumoral. Ndo houve diferencga significativa entre os
grupos ao longo do experimento (p = 0,885)
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2. 2. Avaliacao do efeito da associacdo de Rapamicina com Ciclosporina
microemulsio ou Micofenolato mofetil sobre o crescimento tumoral e

formacido de metastases, em animais inoculados com carcinossarcoma
256 de Walker.

Grupos experimentais: G1 (n=8, Cont): agua 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 microemulsdo, 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, diluido em agua 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, 7 e 8; 3 ratos do grupo MMF + Rapa, nos dias 2, 5 e 6; e 2 do grupo

controle, nos dias 0 e 4.

No 10° dia do experimento, o volume tumoral foi significativamente
menor nos animais tratados com Rapa isoladamente ou com a associagcao
Rapa + CsA ou MMF (Rapa, 1,5+ 0,5 cm® CsA + Rapa, 2,6 + 0,5 cm?®, MMF +
Rapa, 2,0 + 1,1 cm3) quando comparados ao grupo controle (8,4 + 2.1 cm®:
p<0,001, tabelas 8 a 11, figura 27).

Os animais foram sacrificados no 10° dia apés o implante tumoral. Nao
foi detectada metastase 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 imﬁnossupressoras (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 inibicdo 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 nivel médio de ciclosporina, dosada no sangue total em 4 animais, foi
de 446,93 + 166,97 ng/mi.

O 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,
nao havendo diferenca 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 cm®, em animais inoculados com
carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com agua mineral por via oral,
iniciada 24 horas antes da inoculacao tumoral.

Ratos D4 D6 D8 D10
R1 0,10 0,35 5,32 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 umoral cm®) = Omxd2

Dm = Didmetro maior , d = didmetro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padrao, 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 inoculagao

tumoral.

Ratos D4 D6 D8 D10
R1 0,10 1,67 2,18 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

Dm = Didmetro maior , d = didametro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padrao, D = dia.
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Tabela 10. Crescimento tumoral*, expresso em c¢cm°, em animais inoculados
com carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com a associacao
Ciclosporina microemulsao, na dose de 10mg/kg/dia, e Rapamicina,
1,5mg/kg/dia, administradas por via oral e iniciadas 24 horas antes da
inoculacao tumoral.

Ratos D4 D6 D8 D10
R1 0,00 0,29 2,60 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 (cm

) = (Dm x d%)/2

Dm = Didmetro maior , d = didmetro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padrao, D = dia.
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Tabela 11. Crescimento tumoral*, expresso em cm®, em animais inoculados
com carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com a associacao
Micofenolato Mofetil, na dose de 10mg/kg/dia, e Rapamicina, 1,5mg/kg/dia,

administrados por via oral e iniciados 24 horas antes da inoculagéo tumoral.

Ratos D4 D6 D8 D10
R1 0,00 0,20 0,73 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 (cm®) = (Dm x d%)/2
Dm = Diametro maior , d = didametro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padrao, D = dia.
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Figura 27. Crescimento tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma
256 de Walker, segundo o grupo de tratamento: agua mineral (cont, n=6),
Rapamicina (Rapa, n=9), associagdo Rapamicina + Ciclosporina microemulsdo
(CsA + Rapa, n=6) ou Micofenolato Mofetili (MMF + Rapa, n=6) , todos
administrados por via oral e iniciados 24 horas antes da inoculagéo 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) p<0,001 CsA + Rapa comparado ao éontrole; )]
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: agua mineral, Rapamicina, associagao

Rapamicina + Ciclosporina microemulsao ou Micofenolato Mofetil, todos

administrados por via oral e iniciados 24 horas antes da inoculagao tumoral.

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 @ 3,17 2,00
DP 1,69 0,58 1,03 0,63

EMP 0,69 0,19 0,42 0,26

_
MMF = Micofenolato Mofetil; CsA = Ciclosporina microemulsao; Rapa = Rapamicina;

Cont = controle, g = grama, DP = desvio padrao; EMP = erro médio padrao; (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: &gua mineral, Rapamicina, associagao
Rapamicina + Ciclosporina microemulsdo ou Micofenolato Mofetil, todos

administrados por via oral e iniciados 24 horas antes da inoculagao tumoral.

Grupos D-1 DO D2 D4 D6 D8 D10
121,3 134,0 126,6 131,7 141,5 142,3 146,0
Cont*
n=6 - - - B B - B
13,0 14,0 12,0 18,1 17,9 19,8 17,3
121,7 137,4 128,6 133,4 136,0 131,7 135,2
Rapa *
n=9 - - - B - - -

21,2 20,6 18,5 19,1 19,7 19,9 22,0
CsA 118,3 132,0 116,1 119,9 119,9 129,0 127,3

+ % & * & * % *

Rapa* 18,1 19,6 21,7 24,8 23,8 17,6 17,0

MMF 118,3 131,9 117,0 117,9 122,8 125,7 127,7

+ + + + & - = +

Rapa* 11,9 13,0 14,0 22.7 14,0 14,9 16,6

n=6

Valores expressos em gramas como média = desvio padrao; Cont = controle (agua

destilada), CsA = Ciclosporina microemulsdo; 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 fratamento: agua mineral (cont), Rapamicina
(Rapa), associagéo Rapamicina + Ciclosporina microemuls&o (CsA + Rapa) ou
Micofenolato Mofetil (MMF + Rapa), todos administrados por via oral e iniciados
24 horas antes da inoculagsio tumoral. Ndo houve diferenca 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 associagao
Rapa + CsA ou MMF (Rapa, 3,8 + 1,5 cm®; CsA + Rapa, 3,1 + 1,2 cm®, MMF +
Rapa, 4,6 +2,7 cm?®) quando comparados com o grupo controle (10,9 + 3,8 cm?;
p<0,0001, tabelas 14 a 17 , figura 29).

Os animais foram sacrificados no 10° dia apés o implante tumoral. Nao
foi detectada metastase 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 inibicdo 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 nivel médio de ciclosporina, dosada no sangue total em 5 animais, foi
de 345,9 + 194,9 ng/mi.

O 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
excecdo daqueles do grupo CsA + Rapa, que apresentaram perda de peso no
final do experimento. Entretanto, a diferenca entre os grupos nao 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 c¢cm®, em animais inoculados
com carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com agua mineral por via oral,
iniciada 24 horas antes da inoculagao tumoral.

Ratos D5 D6 D7 D8 D9 D10
R1 0,00 0,32 2,56 5,29 9,13 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

* 3 2

Volume tumoral (cm®) = (Dm x d9)/2

Dm = Didmetro maior , d = didmetro menor, DP = desvio padrdao, EMP= erro médio

padrao, D = dia.
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Tabela 15. Crescimento tumoral*, expresso em cm®, 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 inoculacéo tumoral.

Ratos D5 D6 D7 D8 D9 D10
R1 0,25 0,41 0,41 2,03 2,03 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 0,4‘1 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 (cm”) = (Dm x d9)/2
Dm = Didmetro maior , d = didmetro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padrao, D = dia.
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Tabela 16. Crescimento tumoral*, expresso em cm®, em animais inoculados
com carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com Ciclosporina
microemulsao, na dose de 10mg/kg/dia, e Rapamicina, 1,5mg/kg/dia, ambas

administradas por via oral e iniciadas 24 horas antes da inoculagao tumoral.

Ratos D5 D6 D7 D8 D9 D10

R1 013 | 0,45 073 | 091 | 324 | 500
R2 020 | 035 085 | 144 | 3847 | 347
R3 0,00 | 020 0,41 048 | 225 | 225
R4 0,00 | 0,06 013 | 085 | 161 196
RS 0,00 | 0,08 022 | 073 | 225 | 225
R6 000 | 0,18 018 | 108 | 236 | 216
R7 0,00 | 0,00 029 | 054 | 282 | 216
R8 0,00 | 0,20 025 | 115 | 144 | 389
R9 000 | 032 127 | 269 | 487 | 480
Média | 0,037 | 020 | 0481 | 1,10 | 2,70 | 3,10
DP 0,075 | 0,5 039 | 067 | 106 | 121
EMP | 0,031 0,0 016 | 022 | 043 | 050
“Voume wmoral ™) = Omxd2

Dm = Diametro maior , d = didmetro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padrao, D = dia.
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Tabela 17. Crescimento tumoral*, expresso em cm?®, 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 inoculagao tumoral.

Ratos D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10

R1 0,00 | 0,14 | 038 | 0,60 2,25 2,14 3,61
R2 000 | 029 | 055 | 0,49 1,08 1,91 2,14
R3 000 | 025 | 1,08 | 0,75 2,43 3,56 4,00
R4 0,00 | 041 | 049 | 0,73 1,18 2,03 6,05
R5 000 | 017 | 029 | 0,79 1,69 2,56 3,79
R6 000 | 001 | 0,13 | 0,29 1,08 1,37 3,73
R7 0,00 | 020 | 094 | 0,85 2,36 3,56 11,30
R8 0,01 | 006 | 0,79 | 0,41 2,82 3,97 4,20
R9 0,01 | 004 | 060 | 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 (cm® = Dmx 2

Dm = Diametro maior , d = didmetro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padrao, D = dia.
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Figura 29. Crescimento tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma
256 de Walker, segundo o grupo de tratamento: dgua mineral (Cont, n=9),
Rapamicina (Rapa, n=8), associagdo Rapamicina + Ciclosporina microemuls&o
(CsA + Rapa, n=9) ou Micofenolato Mofetil (MMF + Rapa, n=9) por via oral,
todos iniciados 24 horas antes da inoculagéo 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.
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Tabela 18. Peso tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma 256 de
Walker, segundo o grupo de tratamento: agua mineral, Rapamicina, associagao
Rapamicina + Ciclosporina microemulsdo ou Micofenolato Mofetil,

administrados por via oral, todos iniciados 24 horas antes da inoculagdo

tumoral.
MMF + Rapa
(9
R1 8,5 3,0 2,5 2,0
R2 9,0 3,0 25 1,0
R3 55 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 @ 3,50 2,30 2,70
DP 1,41 1,17 0,38 1,06
EMP 0,499 0,391 0,134 0,354

o e ey e e e
..

MMF = Micofenolato Mofetil; CsA = Ciclosporina microemulsao; Rapa = Rapamicina;

Cont = controle, g = grama, DP = desvio padrédo; EMP = erro médio padréo; (a)

p<0,0001, controle comparado aos demai$ grupos.
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Tabela 19. Peso corporal de animais inoculados com carcinossarcoma 256 de
Walker, segundo o grupo de tratamento: 4gua mineral, Rapamicina, associacao
Rapamicina + Ciclosporina microemulsdao ou Micofenolato Mofetil, todos

administrados por via oral e iniciados 24 horas antes da inoculacéo tumoral.

Grupos D-1 DO D2 D4 D6 D8 D10
125,3 132,9 136,4 138,1 142,6 139,3 135,1
Cont *
n=9 - B - - - - -
12,1 15,7 18,4 20,7 23,7 21,2 23,0
128,0 138,0 1441 143,8 149,4 146,2 145,8
Rapa *
n=8 - - B - - B -

16,4 20,1 21,3 22,7 23,4 20,6 22,3
CsA 138,6 144,6 147,4 144,8 147,7 135,6 130,1

+ + * * * * - 2 *

Rapa* | 11,5 | 14,9 13,3 14,2 17,3 16,3 13,8

MMF 138,7 143,7 151,2 150,0 153,9 151,2 149,2

+ & * & & & £ *

Rapa * 14,5 17,6 20,2 18,7 21,2 20,3 23,2
n=9

e e e e T e e e e s e S e
Valores expressos em gramas como média + desvio padréo; Cont = controle (agua

destilada); CsA = Ciclosporina microemulsdo; 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: agua mineral (cont; n=9), Rapamicina
(Rapa, n=8), associagdo Rapamicina + Ciclosporina microemulséo (CsA +
Rapa, n=9) ou Micofenolato Mofetil (MMF + Rapa, n=9), administrados por via
oral e iniciados 24 horas antes da inoculagéo tumoral. Ndo houve diferenga
significativa entre os grupos ao longo do experimento (p=0,542).

t
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2. 3. Avaliagdo do efeito da associacdo de Micofenolato mofetil com
Ciclosporina microemulsdo sobre o crescimento tumoral e formacio de

metastases, em animais inoculados com carcinossarcoma 256 de Walker.

Grupos experimentais: G1 (n=7, Cont): agua mineral administrada por
via oral; G2 (n=9, CsA): CsA microemulsdo, na dose de 10mg/kg/dia; G3 (n=8:
MMF + CsA): MMF, na dose de 10mg/kg/dia, diluido em agua destilada e CsA
microemulséo, 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 cm®) quando comparados com os grupos CsA + MMF
(19,7 + 3,7 cm® e controle (19,1 + 3,5 cm®), porém esta diferengca nao foi
significativa (p=0,435, tabelas 20 a 22, figura 31).

Os animais foram sacrificados no 10° dia ap6s o implante tumoral. Ndo
foi detectada metastase 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 relagdo ao volume tumoral, a diferenca entre os grupos nao foi
significativa (p=0,457; tabela 23, figuras 32 e 33).

Houve um crescimento tumoral de 15,6% no grupo da CsA e de 1,5% no
grupo tratado com CsA + MMF (figura 34).

O nivel 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. '

O peso corporal dos animais foi semelhante nos quatro grupos (Cont,
143,9 + 22,6 g; CsAL 152,9 + 13,9 g; CsA + MMF, 151,7 + 18,5 g). Todos
ganharam peso ao longo do estudo, ndo havendo diferenca 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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Tabela 20. Crescimento tumoral*, expresso em cm®, em animais inoculados

com carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com agua mineral por via oral,

iniciada 24 horas antes da inoculagdo tumoral.

-

Ratos D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10
R1 00 | 004 | 256 | 5,81 11,3 22,1 22,1
R2 0,006 | 0,32 | 361 | 557 | 109 12,6 17,6
R3 00 | 013 | 879 | 7,14 | 117 14,3 16,3
R4 0,004 | 025 | 260 | 4,51 11,7 13,5 20,1
R5 00 | 001 | 005 | 0,41 7,2 10,1 14,0
R6 0,004 | 041 | 2,14 | 6,05 | 153 19,6 24,5
R7 0,0 | 0,008 | 041 | 3,24 4,8 13,5 19,1

Média | 0,00 | 0,17 | 2,17 | 4,68 | 1041 | 1510 | 19,10
DP 0,00 | 0,16 | 145 | 225 | 342 4,21 3,54

EMP | 000 | 006 | 055 | 085 | 129 1,59 1,34

“Volume umoral (cm®) = Omxd®2

Dm = Didmetro maior , d = didmetro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padrao, D = dia.
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Tabela 21. Crescimento tumoral*, expresso em cm®, em animais inoculados

com carcinossarcoma 256 de Walker

e tratados com Ciclosporina

microemulsao, na dose de 10 mg/kg/dia, administrada por via oral e iniciada

24 horas antes da inoculagéo tumoral.

Ratos D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10
R1 0,006 | 055 | 1,37 | 4,2 11,3 15,3 20,1
R2 0,004 | 0,75 | 1,96 | 7,26 | 13,0 19,5 22,1
R3 00 | 065 | 230 | 813 | 12,6 13,5 16,4
R4 0,008 | 2,05 | 275 | 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 | 157 | 844 | 154 16,9 17,9
R7 00 | 057 | 057 | 460 | 10,2 14,4 14,4
RS 00 | 0,14 | 045 | 6,08 | 813 10,6 19,1
R9 0,0 | 0,004 | 0,41 | 2,46 | 9,84 106 | 135

Média | 0,01 | 0,63 | 1,46 | 6,67 | 12,10 | 14,90 | 18,26
DP 0,02 | 058 | 084 | 2,49 | 2,40 2,97 3,42

EMP | 0,01 | 0,19 | 0,28 | 083 | 0,80 0,99 1,14

“
* % = (Dm x d9)/2

Dm = Diédmetro maior , d = diametro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

Volume tumoral (cm

padrao, D = dia.
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Tabela 22. Crescimento tumoral*, expresso em cm?, em animais inoculados

com carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com a associacao

Ciclosporina microemulsao, na dose de 10mg/kg/dia, e Micofenolato

mofetil, 10 mg/kg/dia, administrados por via oral e iniciados 24 horas antes da

inoculacao tumoral.

Ratos D4 D5 <4 De T by D8 D9 D10
R1 001 | 067 | 205 | 83 | 11,3 | 179 | 22
R2 0,01 | 050 | 1,18 | 520 | 126 | 197 | 245
R3 0,01 | 036 | 275 | 806 | 109 | 196 | 158
R4 | 0006 | 032 | 065 | 557 | 106 | 169 | 227
R5 | 00315 | 065 | 420 | 102 | 135 | 168 | 179
R6 | 0004 | 075 | 1,30 | 813 | 84 | 135 | 173
R7 | 0006 | 049 | 246 | 7,20 | 109 | 164 | 227
R8 | 0,0315 | 061 | 260 | 635 | 126 | 149 | 149
Média | 0,01 | 054 | 2,5 | 7,38 | 11,36 | 16,96 | 19,74
DP 001 | 015 | 1,12 | 165 | 1,57 | 214 | 367
EMP | 000 | 005 | 0,40 | 058 | 055 | 075 | 1,30
“Volume wmoral @m) = Omx 2

Dm = Diadmetro maior , d = didmetro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padrao, D = dia.
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Figura 31. Crescimento tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma
256 de Walker, segundo o grupo de tratamento: 4gua mineral (Cont, n=7),
Ciclosporina microemuls&o (CsA, n=9), associagéo Ciclosporina microemulséo
+ Micofenolato mofetil (CsA + MMF, n=8), administradas por via oral e iniciadas
24 horas antes da inoculagéo tumoral. Ndo houve diferenga 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: &gua mineral, Ciclosporina
microemulsdo, associacao Ciclosporina + Micofenolato Mofetil, administrados

por via oral, iniciados 24 horas antes da inoculagao tumoral.

CsA + MMF *
Q)
R1 13,0 11,0 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
R7 5,0 9,0 10,0
RS - ' 11,0
RO i 10,0
Média 9,71 11,22 9,86
DP 3,00 2,11 2,79
EMP 1,09 0,67 1,06

- __________________ ]

MMF = Micofenolato Mofetil; CsA = Ciclosporina microemulsao, Cont = controle, g =
grama, DP = desvio padrao; EMP = erro médio padrao.

*Nao houve diferenca 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 regido subcutanea axilar direita e submetido a tratamento com
agua 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 regido subcutanea axilar direita e submetido a tratamento com a)
Ciclosporina microemulsao, 10mg/kg/dia; b) Ciclosporina microemulséo
associada a Micofenolato mofetil, 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 regido subcutanea
da axila direita, em animais submetidos a tratamento com: a) agua mineral; b)
Ciclosporina microemulsdo (CsA, 10mg/kg/d); c) Ciclosporina microemulséo
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 o0 grupo de tratamento:

microemulsao,

agua mineral,

Ciclosporina

associacao Ciclosporina + Micofenolato Mofetil, todos

administrados por via oral e iniciados 24 horas antes da inoculagao tumoral.

Grupos D-1 D2 D4 D6 D8 D10
149,6 154,9 163,0 158,0 174,3 176,4
Cont*
n=7 - - - - - N
22,0 25,8 22,4 25,7 23,5 25,3
152,4 151,2 164,9 165,3 172,6 178,4
CsA* -
n=9 - - - - B -
14,6 14,7 15,2 18,5 15,4 15,1
CsA 154,3 150,9 164,6 163,1 173,5 175,8
+ + +* + + o &
MMF * 19,9 20,8 20,3 20,1 22,8 26,2
n=8

Valores expressos em gramas como média + desvio padrao; Cont = controle (dgua

destilada); CsA = Ciclosporiha microemulsao; MMF = Micofenolato Mofetil; D = dia;

*Nao houve diferencga entre os grupos ao longo do tempo (p=0,118).
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Figura 35. Peso corporal de animais inoculados com carcinossarcoma 256 de

Walker, segundo o grupo de tratamento: agua mineral (cont, n=7), Ciclosporina

microemulséo

(CsA, n=9), associagdo Ciclosporina microemulséo +

Micofenolato Mofetil (CsA + MMF, n=8), administrados por via oral e iniciados

24 horas antes da inoculagédo tumoral. Ndo houve diferenca signiﬁcativa entre

os grupos ao longo do experimento (p=0,118).

138

RESIIT.TADOS



2. 4. Avaliacao do efeito do Rapamicina e do Micofenolato Mofetil sobre a
regressdao do carcinossarcoma 256 de Walker implantado na regiao

subcutanea de ratos Wistar

Grupos experimentais: G1 (n=7, Cont): agua 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, diluido em agua destilada

e administrado por via oral.

Dois ratos do grupo controle morreram no inicio do experimento, nos

dias 5e 6 apés a implantégéo do tumor.

O tumor se desenvolveu em todos os animais, ndo havendo diferenca no
volume tumoral entre os trés grupos (Cont, 14,9 £ 7,4 cm?® Rapa, 13,2 + 3,2
cm®; MMF, 12,3 + 5,5 cm®, p=0,831, tabelas 25 a 27, figuras 36, 37a, 37b, 38).

O tumor foi dissecado e pesado. Nao houve diferenca significativa no
peso tumoral entre os trés grupos: Cont, 6,3 + 3,2 g; Rapa, 5,2 + 1,6 g; MMF,
6,9+2,4g (p=0,229, tabela 28, figura 39).

O peso corporal dos animais foi semelhante nos trés 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, ndo havendo diferenca 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 agua mineral por via oral,

iniciada no 4° dia ap6s a inoculagéo tumoral e administrada durante 7 dias.

Ratos D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10
R1 0,04 0,79 4,0 7,8 11,4 25,3 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 8,57 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 wmoral @m) = Omxd2

Dm = Didmetro maior , d = didmetro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padréo, D = dia.
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Tabela 26. Crescimento tumoral*, expresso em cm®, 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 apds a inoculagdo tumoral e

administrada durante 7 dias.

Ratos D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10
R1 0,004 0,45 2,60 4,20 13,5 12,0 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

_
T T R T R R T T I e o T
* Volume tumoral (cm®) = (Dm x d%)/2

Dm = Didmetro maior , d = didmetro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padrao, D = dia.
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Tabela 27. Crescimento tumoral*, expresso em cm®, 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 apés a inoculacao tumoral

e administrado durante 7 dias.

Ratos D4 D5 D6 D7 D8 D10
R1 0,00 0,08 0,09 2.75 6,61 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
EMP 0,0008 0,008 0,14 0,26 0,86 1,83
Dm = Diametro maior , d = did@metro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio
padrao, D = dia.
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Figura 36. Crescimento tumoral em animais inoculados com carcinossarcoma
256 de Walker, segundo o grupo de tratamento: agua mineral (cont, n=7),
Rapamicina (Rapa, n=10), Micofenolato Mofetil (MMF, n=9), iniciados no 4° dia
apés a inoculagdo tumoral e administrados por via oral durante 7 dias. Nao
houve diferenga 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 agua mineral, Rapamicina ou Micofenolato Mofetil,

iniciados no 4° dia apés a inoculagdo tumoral e administrados por via oral

durante 7 dias.

R1 11 5 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
EMP 1,31 0,49 0,79

Eeme—e—————————-—————u e s s assao s e e e S SRS T e S T S e o e
e e—s M ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ —

MMF = Micofenolato Mofetil; Rapa = Rapamicina, Cont = controle g = grama, DP =

desvio padrao, EMP = erro médio padrao

* Nao houve diferenca 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 regisio subcutanea axilar direita e submetido a tratamento com:
a) 4gua mineral; b) Rapamicina, na dose de 1,5mg/kg/dia, ambas iniciadas no
4° dia ap6s 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 regisio subcutanea axilar direita e submetido a tratamento com
Micofenolato Mofetil, na dose de 10mg/kg/d, iniciado no 4° dia apés o implante
tumoral e administrado durante 7 dias por via oral (foto no 100d dia).

146

RESITT.TADOS



Figura 39 Carcinossarcoma 256 de Walker dissecado da regi&o subcutanea da
axila direita, em animais submetidos a tratamento com: a) agua mineral; b)
Rapamicina, 1,5mg/kg/d; c) Micofenolato mofetil, 10mg/kg/d, todos iniciados no

4° dia ap6s 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 agua mineral, Rapamicina ou Micofenolato Mofetil,

iniciados no 4° dia apds a inoculagao tumoral e administrados por via oral
durante 7 dias.

177,3 193,3 189,9 190,3 188,1
n=7 - - - - - -
28,0 22,7 21,7 21,2 18,3 18,0
162,6 164,3 1745 (1715 167,9 169,6
Rapa *
n=10 R R R R R i
26,7 21,5 22,9 24,9 26,5 24,8
153,7 |158,8 158,0 165,4 164,7 166,9
MMF*
n=9 B - R ) h R
25,1 241 33,1 25,4 24,1 26,2

e e e - = T o e e e e T S e S e e R e L —— e —

Valores expressos em gramas como média + desvio padrdo; Cont = controle (dgua

destilada), Rapa = Rapamicina; MMF = Micofenolato Mofetil; D = dia;

* Nao houve diferenca 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: agua mineral (cont), Rapamicina
(Rapa), Micofenolato Mofetii (MMF), todos iniciados no 4° dia apés a
inoculagdo tumoral e administrados por via oral durante 7 dias. * N&o houve
diferenga significativa entre os grupos ao longo do experimento (p=0,138).

149

RESIIT.TADOS



SEGUNDA PARTE

“MODIFICACAO NA TECNICA DE IMPLANTACAO DO
CARCINOSSARCOMA DE WALKER, UTILIZANDO O
GRADIENTE DE FICOLL-HYPAQUE PARA ISOLAMENTO DAS
CELULAS TUMORAIS”
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2. 1. Comparacao da curva de crescimento tumoral do carcinossarcoma
256 de Walker, utilizando ou nao o gradiente de Ficoll-Hypaque para

isolamento das células tumorais antes da implantacao em animais.

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. Nao houve diferenca 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 cm®; p=0,190, figuras 41 e 42, tabelas 30 e 31).

O tumor foi dissecado e pesado (figura 43). Nao houve diferenca
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 analise histolégica evidenciou padrées semelhantes de intensidade de
infiltracéo de células pequenas indiferenciadas e de necrose nos dois grupos.
Entretanto, exsudato granulocitico leve a moderado foi mais acentuado no
grupo com ficoll (100%) do que no grupo sem ficoll (80%) e hemorragia leve
(50%) a moderada (37,5%) foi observada somente no grupo com ficoll. (tabela
33)

O 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, nao havendo diferencga 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).
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Tabela 30. Crescimento tumoral*, expresso em cm°, em animais inoculados

com carcinossarcoma 256 de Walker, utilizando células tumorais isoladas sem

gradiente de Ficoll-Hypaque.

R1 0,004 | 0,41 2,6 3,8 6,6 13 19,1
R2 0 0,006 | 0,5 1,6 3,2 10,9 | 12,6
R3 0 0,006 | 1,4 2,6 4.4 8,6 12,6
R4 0 0,2 2,5 1,8 4,2 14 23,1
R5 0,004 | 0,02 1,3 3,6 4 106 | 17,4
R6 0 0,04 0,6 2,9 3,2 6,6 16,2
R7 0 0,2 0,8 3,2 6,6 135 | 19,1
R8 0 0,4 0,9 2,3 4,2 14,4 | 185
R9 0 108 2,9 45 5,5 14,9 | 23,9
R10 0 0,300 | 1,5 3,6 4,2 125 | 16,2
Média | 90008 | 0,16 | 1,50 | 2,99 | 461 | 11,90 | 17,87
DP 0,0017 | 0,17 | 0,87 | 0,93 1,23 2,70 | 3,78
EMP | 00005 | 005 | 0,28 | 0,29 0,39 0,85 | 1,19
____3__1____———-;_—

* Volume tumoral (cm”) = (Dm x d)/2
Dm = Diametro maior , d = didmetro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padrao, D = dia.
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Tabela 31. Crescimento tumoral*, expresso em cm®, em animais inoculados
com carcinossarcoma 256 de Walker, utilizando células tumorais isoladas com
gradiente de Ficoll-Hypaque.

Ratos D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10

R1 0,00 | 0,13 1,0 4,6 8,4 13,0 20,5

R2 006 | 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 004 | 03 0,4 1,3 4,6 6,6 10,2

RS 0,08 0,7 5,3 7,2 11,8 20,2 10,9

RE 0,00 | 0,006 | 1,0 4,0 6,4 7,2 21,4

R7 0,13 | 0,8 3,2 4,4 55 13,9 15,4

R8 0,00 | 0,006 | 06 0,6 4,6 8,8 20,2

R9 0,00 | 0,006 | 0,4 0,8 1,9 6,5 15,8

Média | 003 | 028 | 1,97 | 3,42 7,53 10,22 | 17,19

bP 005 | 030 | 1,70 | 2,15 3,95 4,61 4,36

EMP 002 | 0,40 | 057 | 0,72 1,32 1,54 1,45
SVoume umoral G = OmxO2

Dm = Didmetro maior , d = didmetro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padrao, D = dia.
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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.* N&o houve diferenca 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.

) )

R1 7,0 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 padrao, EMP = erro médio padréo
* Nao houve diferenca significativa entre os dois grupos ao ldngo do experimento
(p=0,569).
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Figura 42. Rato Wistar AF macho com carcinossarcoma 256 de Walker
implantado na regido subcutanea axilar direita a partir de uma suspenséo 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 regigo subcuténea
da axila direita, em animais inoculados com 1ml suspensé&o contendo 1 X 108
células isoladas (a) sem gradiente de ficoll; (b) com gradiente de ficoll.
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Tabela 33. Analise histolégica do tumor de Walker no 10° dia ap6s o implante
em ratos Wistar, utilizando suspensao celular obtida com ou sem o gradiente

de Ficoll-Hypaque.

Parametros Sem ficoll Com ficoll
(n=10) (n=10)
leve
NIPC moderado 50% 86%
intenso 10% -
leve 40% 37,5%
necrose moderado 50% 50%
intenso 10% 12,5%
leve 60% 87,5%
Exsudato granulocitico moderado | 20% | 12,5%
intenso - -
leve - 37,5%
Hemorragia moderado - 50%
intenso - -

NIPC = neoplasia indiferenciada de pequenas células
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Tabela 34. Peso corporal de animais inoculados com carcinossarcoma 256 de

Walker utilizando células tumorais isoladas com e sem gradiente de Ficoll-

Hypaque.
157.,4 160,3 158,9 177,9
Com ficoll *
n=7 B - - -
17,5 20,6 26,2 27,0
157,9 162,5 147,0 176,4
Sem ficoll *
n=10 - - B B
19,5 20,7 27,3 25,7

e i e —— e P ———— e e = S S e )
Valores expressos em gramas como média + desvio padréao; D = dia; * Nao houve

diferenca 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.
* N&o houve diferenca significativa entre os dois grupos ao longo do

experimento (p=0,106).
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2. 2. Avaliacdo do efeito do Rapamicina na regressao 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, ndo havendo diferenga no
volume tumoral entre os dois grupos no 13° dia apés o implante tumoral: Cont,
249+6,4;Rapa, 21,1 +6,0 cm® (p=0,831, tabelas 35 e 36, figuras 45 e 47).

Os animais foram sacrificados no 14° dia ap6s o implante tumoral. Nao
foi detectada metastase tumoral em nenhum animal. O tumor foi dissecado e
pesado. Nao houve diferenga 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).

O 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, ndo havendo diferenca entre eles ao final do experimento (Cont, 148,5
+ 34,2 g; Rapa, 159,3 + 22,3; p = 0,445, tabela 38, figura 48).

161

RESULTADOS



Tabela 35. Crescimento tumoral*, expresso em cm®, em animais inoculados
com células isoladas do carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com azeite
de oliva administrado, iniciado no 4° dia apdés a inoculacdo tumoral e
administrado por via oral durante 10 dias.

Ratos D5 D6 D7 D8 D9

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 | 029 | 3,61 | 844 {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 -
RS | 0,00 | 0,41 | 0,50 | 4,00 | 5,95 |10,80| 20,80 | 21,40 | 24,50 .
R6é | 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 | 230|720 | 7,14 | 9,84 | 18,50 | 18,90 | 26,00 | 26,0
R9 | 0,00 | 0,00 | 0,04 | 0,55 | 086|256 | 532 | 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 (cm®) = (Dm x d)/2
Dm = Didmetro maior , d = didmetro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padrao, D = dia.
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Tabela 36. Crescimento tumoral*, expresso em cm® 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 apds a inoculacdo
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 | 835 | 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 | 551 | 6,35 | 7,26 | 15,80 15,80
R4 0,00 | 0,41 | 1,67 | 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 | 460 | 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 | 225 | 420 | 7,81 |14,00| 17,90 (16901790 -
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 | 1,18 | 254 | 3,97 | 4,96 | 5,00 | 6,43 | 5,98 | 8,21

EMP | 0,005 | 0,04 | 048 | 085 | 1,62 | 2,02 | 2,04 | 2,63 | 2,44 | 3,35

* Volume tumoral (cm°) = (Dm x d%)/2

Dm = Diéametro maior , d = didmetro menor, DP = desvio padrao, EMP= erro médio

padrao, D = dia.

163

RESULTADOS



35

& 0l T T
£ =& Rapa

L 25

S 20 - T

£ P=0,411 T
2 15

o |

=

=

(=]

>

D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13

dias ap6s o implante tumoral

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-Ol, n=9), ambos iniciados no 4°
dia ap6s a inoculagdo tumoral e administrados por via oral durante 10 dias.
N&o houve diferenga significativa no crescirhento 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 apés a inoculagao tumoral
e administrados por via oral durante 10 dias.

Azeite de Oliva

()

R1 13,0 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 padrao; EMP = erro médio padrao; * nao

houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 46. Carcinossarcoma 256 de Walker dissecado da regido subcutanea
da axila direita, em animais submetidos a tratamento com Rapamicina (Rapa,
1,5mg/kg/d) ou azeite de oliva (Cont), iniciados no 4° dia apés o implante

tumoral e administrados durante 10 dias por via oral.
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2 CoMrROLE

Figura 47. Rato Wistar AF macho com carcinossarcoma 256 de Walker
implantado na regi&o subcutanea axilar direita e submetido a tratamento com:
a) Azeite de oliva por via oral, iniciado no 4° dia ap6s o implante tumoral e
administrado durante 10 dias; b) Rapamicina, na dose de 1,5mg/kg/d, iniciada
no 4° dia ap6s 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 ap6s a inoculacao tumoral

e administrados por via oral durante 10 dias.

Grupos

Do

D2

D4

D6

D8

D10

D12

D13

133.3(138,1|138,9| 1456 |144,7[150,6| 147,1 | 134,4 | 14
Az-Ol * e
(n=9) - - - - A - - - -

242 | 233|218 | 206 | 206 | 19,3 | 21,3 | 23,9 | 3472
133.8(139,7|137,9| 142,0 |142,3[147,1| 1453 | 141,6 | 1593
Rapa *
(n=9) - - - - - - - - -
231|226 | 21,4 | 212 | 185|196 | 21,7 | 25,1 223

Valores expressos em gramas como média = desvio padrao; Az-Ol = 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 animais inoculados com células isoladas de
carcinossarcoma 256 de Walker e tratados com azeite de oliva (Az-Ol, n=9) ou
Rapamicina (Rapa, n=9), na dose de 1,5mg/kg/dia, ambos iniciados no 4° dia
ap6s a inoculagdo tumoral e administrados por via oral durante 10 dias. N&o
houve diferenga significativa no peso corporal dos ratos entre os grupos ao
longo do experimento (p=0,905).
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O transplante de 6rgaos € uma modalidade de tratamento destinada a
pacientes com doenca avangada dos rins, coracao, figado, pancreas, intestino
delgado. Um transplante bem sucedido pode salvar ou melhorar a qualidade de
vida do paciente portador de faléncia organica terminal. Esta modalidade de
tratamento tem atingido resultados impressionantes nas duas ultimas décadas
gracas a melhor compreensdo da imunobiologia basica e aos avangos no
tratamento médico e cirurgico.

A evolugdo nos transplantes permitiu uma melhora significativa na
sobrevida do enxerto e do paciente a curto-prazo. Entretanto, as complicacées
a longo-prazo tornaram-se um importante fator limitante na sobrevida do
paciente, destacando-se as doencas cardiovasculares, as infec¢des
oportunistas e as neoplasias (HOWARD et al., 2002).

Grande parte do conhecimento obtido sobre céncer em pacientes
transplantados foi possivel gracas 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 paises (PENN et al., 1971) e,
através destes dados, foi possivel determinar que a incidéncia de cancer é, em
média, 3 a 4 vezes maior nos pacientes submetidos a transplantes de 6rgaos
do que na populagdo em geral (PENN, 1990). Esta incidéncia pode variar de
acordo com a regido estudada, com o tipo de érgdo transplantado e com o
tempo decorrido ap6s o transplante. Assim, o risco calculado de desenvolver
um cancer é de aproximadamente 14% apés 10 anos de transplante (PENN,
1987), aumentando para 22% ap6s 20 anos (KYLLONEN, 2000). London e
cols. (1995) mostraram que o risco calculado de desenvolver neoplasia na
populacdo de Yorkshire e Humberside (UK) apés 20 anos aumentou de 6%

para 40% nos pacientes transplantados.

Rinaldi e cols. (2001) observaram uma incidéncia de 11,6% de

neoplasias em 174 pacientes submetidos a transplante cardiaco em Pavia.

171

DISCUSSAO



A incidéncia de linfomas é, geralmente, maior nos receptores de
transplante cardiaco do que em receptores de transplante renal (OPELZ et al.,
1993). Esta diferenca pode ser explicada pela imunossupressao mais agressiva
usada nos transplantes cardiacos, com o objetivo de evitar as graves

conseqiiéncias acarretadas pela rejeicdo neste tipo de transplante.

Sheil e cols. (1985b) analisaram 155 pacientes transplantados com
6rgaos de doadores cadaveres que apresentaram neoplasia. Estes autores
observaram, excluindo os tumores de pele, uma mortalidade de 46,5%
atribuida a neoplasia, enquanto que esta taxa foi de 2% para as neoplasias de

pele do tipo ndo melanoma e de 25% para os melanomas.

Krikorian e cols (1978) detectaram 7 pacientes com neoplasia do total de
127 submetidos a transplante cardiaco e, analisando a probabilidade atuarial,
identificaram o risco de desenvolver esta complicagdo como sendo de 2,7 +
1,9% a 1 ano e de 25,6 + 11,0% a 5 anos, com mortalidade global de 57%.

O tumor de pele do tipo ndo melanoma, o mais freqiiente em pacientes
transplantados, determina uma mortalidade global de 6% em receptores
adultos e de 9% na populagéo pediatrica (PENN, 1984; 1994).

Desta forma, as neoplasias representam uma causa importante de
morbidade e mortalidade apés dez anos de transplante. Este risco justifica todo
o esforgo cientifico para proporcionar uma adaptagéo mais adequada do
receptor ao enxerto, provavelmente atraves da utilizacdo de uma
imunossupressdo mais especifica e o emprego de drogas imunossupressoras

com menor potencial oncogénico.

Para avaliar o potencial oncogénico das drogas imunossupressoras
utilizadas na imunossupressdo de manutengdo nos pacientes submetidos a
transplantes de 6rgaos, escolhemos o modelo experimental do implante do
carcinossarcoma de Walker em ratos. Ao contrario do que ocorre nos modelo in
vitro, este modelo néo exclui do processo oncogénico a participagédo do sistema

imune do animal, inicialmente intacto no processo de implantagao 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 realizagao de estudos farmacolégicos (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 laboratério, de crescimento rapido e uniforme, que raramente
apresenta regressdo espontanea e tem indice 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 ja foi anteriormente utilizado
para avaliar o efeito de agentes citotéxicos (SMITH, 1969).

A utilizacdo do gradiente de ficoll-hypaque permitiu preparar uma
suspenséao tumoral isenta de hemacias, leucocitos, plaquetas e pequenos
fragmentos de tecido que nédo s&o retirados com a filtragdo. Apesar da
toxicidade do ficoll-hypaque, a viabilidade celular ndo foi comprometida,
conforme constatado pelo azul trypan. O crescimento tumoral foi semelhante
nos animais implantados com suspénséo celular obtida pela técnica padrao e
pelo uso do gradiente de ficoll-hypaque. Entretanto, a analise histologica
mostrou maior infiltracdo granulocitica e hemorragia nos tumores do grupo com
ficoll.

A CsA foi iniciada 24 horas antes da inoculagédo de um milh&o de células
do carcinossarcoma 256 de Walker por via subcutdnea. Os resultados
mostraram que a CsA induziu um crescimento de 20,5%, porém este efeito nao
foi significativo, fato confirmado pela semelhanca entre o volume e peso

tumoral dos animais controles e daqueles tratados com CsA.

A primeira justificativa para a auséncia de efeito da CsA seria a nao
absorgao da droga. Esta hipotese é rejeitada pelos niveis sangilineos da droga,
que mostraram uma boa absor¢éo 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, niveis 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). Nao ha uma explicacéo para estes baixos niveis,
uma vez que ndo houve modificagdo no modo de administracéo da droga. -
possivel 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 orgéos em
1982. O fato mais marcante ap6és a sua introducéo foi a constatacdo do
aumento na incidéncia de linfomas (LANG et al., 1994), que se elevou de 11%
com o esquema imunossupressor classico 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 classico (60 meses) (PENN,
1987). Além dos linfomas, posteriormente também foi constatada uma maior
incidéncia no sarcoma de Kaposi (8,4%) e carcinoma renal (6,5%) nos
pacientes tratados com CsA em relagao aqueles recebendo AZA (2,6% e 3,2%,
respectivamente) (PENN, 1996). Porém, esta analise apresenta um fator de
confusdo, uma vez que a CsA ndo era o unico fator de risco para o
desenvolvimento destes tumores. Outros fatores importantes foram a utilizagao
de OKT3, ALG ou ATG para o tratamento e profilaxia de rejeicdes agudas
(PENN, 1987; SWINNEN et al., 1990, OPELZ et al., 1993).

Beveridge e cols. (1984) analisaram 5.550 transplantados tratados com
CsA e verificaram que a incidéncia de linfoma e doencas linfoproliferativas foi
de 0,4% quando a CsA era administrada isoladamente ou associada a baixas
doses de PRED. Porem, esta incidéncia aumentou para 8% quando a CsA foi

associada a outros imunossupressores.

Estudos in vitro com células humanas mostraram que a CsA é
mutagénica, induzindo alteracoes nas cromatides irmas. Entretanto, a
concentracdo de CsA utilizada nos experimentos (1pl/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 ndo humanos submetidos a transplante de coracao ou coracao-

pulmao que receberam CsA em doses variadas por mais de duas semanas.

Este aumento preferencial nos linfomas induzidos pela CsA pode ser
explicado pela inibigdo dos sinais dos linfécitos T em resposta aos antigenos,
permitindo excessiva resposta das células B e acarretando doencas
linfoproliferativas. Entretanto, estudos experimentais também mostraram que a
CsA favorece a disseminacéo de linfomas T. O linfoma de células T L5178YE €
imunogénico e raramente induz metastase em animais imunocompetentes. No
entanto, camundongos portadores deste tumor tratados com CsA
apresentaram disseminagéo linfomatosa, mostrando que, apesar da CsA inibir
a proliferagdo das células T, estimulou o potencial metastatico das células
“adormecidas” (WHITE et al, 1979; ECCLES et al, 1980).

Dantal e cols. (1998) avaliaram, entre 1989 e 1994, a incidéncia de
rejeicdo aguda e de neoplasias em pacientes submetidos a transplante renal
recebendo doses baixas ou normais de CsA. Os autores constataram que a
incidéncia de neoplasias foi signiﬂcativamente menor no grupo de pacientes
tratados com dose-baixa de CsA (25/116) do que naqueles tratados com dose-
normal (40/115), sendo a redug@o mais importante evidenciada nas neoplasias
de pele e nas doengas linfoproliferativas. O modelo semiparamétrico de Cox
confirmou que o grupe dose-normal apresentou maior risco de desenvolver
neoplasia do que o grupo dose-baixa (p<0,026). Entretanto, os pacientes do
grupo dose-baixa apresentaram maior incidéncia de rejeicdo aguda do que O
grupo dose-normal (9 vs 1, p<0,02), embora a curva de sobrevida do enxerto
nac fosse diferente entre os grupos épés seis anos de seguimento (89% vs
82%).

Apesar destes dados, ndo existe concordancia na literatura médica
sobre a influéncia da CsA na ocorréncia de neoplasias ap6s transplantes de
6érgaos. Hiesse e cols. (1997) avaliaram, entre 1970 e 1996, 1.710 receptores
de transplantes renais e constataram que nao houve diferenca na incidéncia

global de neoplasias no grupo tratado com o esquema classico (8,2%) em
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relacido aquele recebendo CsA (7,5%), e que a taxa de doencas
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 relagdo ao grupo convencional (13,86 vs 8,37,
p<0,0001). Os autores concluiram que os fatores de risco para o aparecimento
das neoplasias foram idade avancada e menor tempo de hemodialise pré-
transplante, e que o uso de ALG ou OKT3 nao foram fatores significativos.
London e cols. (1995) também ndo encontraram nenhuma evidéncia 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
nao foi modificada pela administragéo de CsA nas doses de 20 ou 80mg/kg/dia.
Entretanto, estes autores também avaliaram o padrdo de metastase
espontanea dos sarcomas FS6 e FS29 em camundongos tratados com CsA.
Estes tumores sdo imunogénicos e tém taxa de metastase relativamente baixa,
geralmente confinada aos pulmdes. A ‘.administragéo da CsA acarretou
significativo aumento na incidéncia de metastases e, no caso do sarcoma FS6,

também alterou a sua distribui¢éo.

Van der Elst e cols. (1986) investigaram a influéncia da CsA na
ocorréncia e crescimento de metastases hepaticas ap6és a inje¢ao intraportal de
agregados celulares de carcinoma colonico (DHD/K12), em ratos singénicos.
Metastase hepatica foi observada em 40% dos animais controles e em 100%
daqueles tratados com CsA. Além disso, o volume total do tecido metastatico
foi 2.000 vezes maior no grupo CsA (22.176,0 + 2.046,0 mm°) quando

comparado com o grupo controle (9,46 + 5,11 mm?®).

Bonavides de Castro (2000) avaliou a influéncia de imunossupressores
no desenvolvimento de metastases em ratos inoculados por via subcutanea
com fibro-histiocitoma maligno de baixo indice metastatico (T.E.G.S. 2047). Ela

demonstrou que, nos animais tratados com CsA (10mg/kg/dia), o indice de
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metastase pulmonar aumentou significativamente (72,72%), quando
comparado 0s animais controles (0%). Este aumento também foi
significativamente maior em relagao ao grupo tratado com azatioprina (43,75%)
e metilprednisolona (50%). Entretanto, MMF, na dose de 20mg/kg/dia, nédo
causou o desenvolvimento de metastase nesse modelo experimental. CsA e
metilprednisolona induziram crescimento tumoral significativo, enquanto os

animais tratados com MMF ou AZA n&o diferiram do grupo controle.

Assim, embora existam evidéncias mostrando que a CsA desempenhe
um papel oncogénico, nosso experimento mostra que esta agcdo ndo pode ser
extensiva a todos os tipos de tumores, uma vez que nao 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 0 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 clinico
no tratamento imunossupressor e existe pouca experiéncia acumulada sobre
seus efeitos na incidéncia de neoplasias apods transplantes de orgaos. O
Tricontinental 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 incidéncia de morte por neoplasia
apés 3 anos de 0%, 0,6% e 2.4%, respectivamente. Os tumores mais
frequentes foram os cutédneos nao melanomas (AZA=13,6%, MMF 2g=11,1% e
MMF 3g=4,3%), seguidos dos linfomas/PTLD (0,6%, 12% e 1,8%,
respectivamente) (MATHEW, 1998). Estes resultados foram semelhantes aos
do estudo europeu, onde a incidéncia de morte por neoplasias em trés 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 multicéntrico
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americano, nenhuma mortalidade acarretada por neoplasia foi observada nos
pacientes submetidos a transplante renal recebendo MMF apés trés anos
(MYCOPHENOLATE MOFETIL ..., 1999).

O rato é mais sensivel a 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) € bem tolerada por esta espécie de animal
(SWEENEY et al., 1972).

O MPA tem mostrado significativa atividade antineoplasica contra varios
tipos de tumores transplantaveis em camundongos, entre eles o carcinoma
ascitico de Ehrlich implantado por via subcutanea (-60%), carcinoma ascitico
mamario MM2, hepatoma intraperitoneal MH134 (superior -100%), hepatoma
C3H/He (-72,6%), sarcoma SR-C3H/He Th62 (-50%) (SUZUKI et al., 1969). Da
mesma forma, alguns derivados do MPA apresentaram potente atividade
antineoplasica, com nenhuma ou pouca atividade imunossupressora (OHSUGI
et al., 1976).

Estudos demonstraram que o cércinossarcoma 256 de Walker é sensivel
ao MPA quando a droga € administrada 24 horas ap6s o implante tumoral,
porém utilizaram doses mais elevadas (entre 25 e 50mg/kg/dia) do que aquela
empregada em nosso experimento (10mg/kg/dia) (CARTER et al., 1969;
SWEENEY et al., 1972).

O MPA é um inibidor seletivo da IMPDH com afinidade cinco vezes
maior para a isoforma tipo Il (Ki=7 nM), que é expressa nos linfécitos ativados,
do que na isoforma tipo |, expressa nos linfécitos em repouso (NATSUMEDA et
al., 1993).

A atividade da IMPDH é positivamente ligada a transformacao celular e
progressdo tumoral. Inibicdo desta enzima resulta em deplecéo celular do
nucleotideo guanina, através do bloqueio da sintese de purina pela “via de
novo” (LOWE et al.,1977). A atividade desta enzima estd aumentada nas

células transformadas, da mesma forma que a atividade da GMP sintetase
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(JACKSON et al, 1975; WEBER, 1977). A concentracdo de GMP,
particularmente de dGMP, esta elevada de modo importante nas células
cancerosas. Nucleotideos guanina sdo necessarios como substratos,
ativadores ou reguladores de muitas vias de metabolismo celular, incluindo
sintese de DNA, RNA e proteinas (WEBER, 1983; Weber et al.,1991). O efeito
antiproliferativo dos inibidores da IMPDH sobre as células tumorais ja &
conhecido desde os experimentos in vitro realizado por Smith e cols. (1974),
utilizando células de tumor ascitico 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 captagdo de [°H]-timidina pelo DNA e [*Hl-uridina
pelo RNA, e demonstraram que a adicdo de guanosina exdgena 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 cancer
mamario.

O efeito anti-tumoral do MMF também tem sido demonstrado em
modelos experimentais de tumores humanos xenogénicos, entre eles o linfoma
de células B (Daudi), leucemias de células T (Molt-4), adenocarcinoma
pancreatico, adenocarcinoma de célon (LS174T e T84) e adenocarcinoma
pulmonar. O MMF ainda produziu significativa inibicao do crescimento dos
tumores de células B e tumor de célon LS174T, mesmo quando iniciado ap6s o
tumor tornar-se palpavel (TRESSLER et al., 1994). '

Os estudos demonstram que o efeito antiproliferativo do MMF ocorre
pela inibicdo da enzima IMPDH resultando no bloqueio da sintese de novo das
purinas. Entretanto, nosso estudo mostra que, em animais com implante do
carcinossarcoma 256 de Walker, este efeito & perdido quando a droga é
iniciada ap6s 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 biossintese das purinas pela “via de recuperagao’.
Natsumeda e cols. (1984) mostraram um aumento na atividade das enzimas
adeninafosforibosiltransferase  (APRT), hipoxantinafosforibosiltransferase

(HPRT) e guanosinafosforibosiltransferase (GPRT) no carcinoma de pulmao,
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carcinoma de células renais e hepatoma implantados em camundongos. Estas
“vias de recuperacdo” poderiam aumentar a concentracdo do nucleotideo
guanosina e reverter o efeito antiproliferativo dos inibidores da IMPDH. Isto
pode explicar, em parte, a aparente falha dos inibidores da via da sintese de

novo das purinas em fornecer resultados quimioterapéuticos duradouros.

Os resultados de Weber e cols. (1991) reforcam esta hipotese. Estes
autores observaram uma acgéo antiproliferativa sinérgica incubando células de
hepatoma na presenga de acivina, um inibidor da sintese de novo das purinas,
e dipiridamol, bloqueador do transporte de nucleotideos e nucleobases.

Outro mecanismo provavel de acdo do MMF é inducdo de apoptose.
Cohn e cols. (1999) examinaram o efeito do MPA na linhagem de células
linfociticas T humanas (Molt-4) e linhagens precursoras de células monociticas
humanas (U937 e THP-1). Eles observaram que MPA induziu apoptose em
cada uma destas linhagens e que a adicdo de guanosina exégena inibiu a
apoptose das células U937 e THP-1. As trés linhagens celulares progrediram
através da fase G1 do ciclo celular e se acumularam na fase S. Porém, &
possivel que a apoptose tenha sido causada pela privagéo do GTP na fase S

do ciclo celular ou durante a sintese de DNA.

Em resumo, o carcinossarcoma 256 de Walker mostrou-se, em nosso
modelo, sensivel ao tratamento com MMF, desde que a droga seja introduzida
precocemente. No entanto, uma vez o tumor ja estabelecido, este efeito
antiproliferativo & abolido. O mecanismo mais provavel de escape destas
células tumorais a acdo da droga é a ativagdo da “via de recuperagéo” da
sintese de purinas, com aumento nos estoques do nucleotideo guanosina e

progressao 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 diferenca
ndo fosse significativa (Rapa, 49,3% e MMF, 28,2%). No entanto, da mesma
forma que o MMF, este efeito é abolido quando a droga € iniciada com o tumor

ja em fase de crescimento. Esta perda do efeito antiproliferativo € mantida
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mesmo quando os animais sdo acompanhados por tempo mais prolongado.
Utilizando a suspensao celular obtida a partir do gradiente de ficoll-hypaque
pudemos observar que ndo houve diferenca significativa no volume e peso
tumorais entre os animais controles e aqueles tratados com Rapa, iniciada no
4° dia apés o implante tumoral e administrada durante 10 dias.

A Rapa foi isolada em Montreal, em 1972, no Laboratério de Pesquisas
da Ayerst. Ela comegou a ser desenvolvida como uma droga antiflingica, mas
logo os pesquisadores perceberam sua atividade imunossupressora. Amostras
desta nova droga foram enviadas pelo Dr. Sehgal ao Instituto Nacional do
Cancer (NCI) para ser avaliada como nova droga antineoplasica (GARBER,
2001). No programa do NCI, o produto € inicialmente testado contra células
leucémicas P388, a menos que existam evidéncias de sua acdo antitumoral.
Os compostos que mostrarem atividade preliminar séo reavaliados, utilizando a
mesma linhagem. Com a confirmacado da atividade, em seguida, a droga e/ou
seus compostos parentes sdo testados contra um painel de células tumorais.
Compostos apresentando nivel de atividade DN2, aqueles que inibem um ou
mais tumores do painel, sdo considerados para desenvolvimento pré-clinico
(producdo, formulacdo e toxicologia). Desde a sua criacdo até 1981,
aproximadamente 180.000 culturas foram testadas in vivo contra tumores
murinos, visando a produg¢do de novas drogas antineoplasicas. 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 cancer mamario e de célon, tumor de cérebro e ependimoblastoma
(DOUROS; SUFNESS, 1981). O grupo de Sehgal mostrou que a Rapa
apresentava modesta atividade antitumoral contra as células leucémicas P388
e era ativa contra melanocarcinoma B16 e tumor de célon 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 célon 38, na
dose de 400mg/kg/d, e compararam trés vias de administragéo: intraperitoneal,
subcutanea e oral. Os resultados mostraram que a via oral produziu menor
atividade antitumoral (64,8%) em relagao as outras vias (84,8% na subcutanea

e mais de 90% na intraperitoneal) e esta diferenca 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).

Inimeros 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 acédo da Rapa.

Conforme mostrado na figura 49, mTOR, também conhecida como
FRAP (FKBP-rapamycin associated protein), RAFT1 (Rapamycin-FKBP target
1) e RAP1 (Rapamycin associated protein 1), € membro de uma familia de
proteinoquinases, recentemente identificada e denominada quinases
relacionadas ao fosfoinositidio 3-quinase (PIKKs). A mTOR esta envolvida em
muitas fungdes reguladoras criticas relacionadas a progressao do ciclo celular,
pontos de controle do ciclo celular que comandam as respostas ao DNA lesado
(checkpoint), reparo do DNA e recombinacao de DNA (HIDALGO; ROWINSKY,
2000: SCHALM: BLENIS, 2002). Em resposta ao estimulo de crescimento,
células quiescentes aumentam a translagédo de um subgrupo de mRNA, cujo
subproduto protéico é necessario para a prog‘resséo celular através da fase G1
do ciclo. A mTOR regula essencialmente o sinal de transducéo e esta envolvida
no acoplamento entre o estimulo de crescimento e a progressdo do ciclo
celular. O fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) / proteinoquinase B(Akt) (PI3K/Akt)
parece ser o fator modulador chave atraves do qual a interacéo do fator de
crescimento e seu receptor afeta o estado de fosforilagdo da mTOR (figura 49).
O PI3K tem um papel central na proliferagdo celular, motilidade,
neovascularizagao, viabilidade e senescéncia e & regulado positivamente nas
células cancerosas. Embora o papel da PI3K n&o esteja claro, a atividade desta
enzima sobre as tirosinoquinases induz mitogénese, crescimento e
transformacao celular. PI3K e Akt sdo considerados proto-oncogenes € sua via
é inibida pelos genes supressores de tumores PTEN. Existem outras vias que
sdo ativadas pelo PI3K, mas a via da Akt é de particular interesse por causa de
seu papel na inibicdo da apoptose e na indu¢éo da proliferagao celular, através
da alteragdo do estado de fosforilagéo de proteinas que regulam a apoptose ou
a sobrevida celular, como a BAD (BLUME-JENSEN; HUNTER, 2001).
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Figura 49. Mecanismo de transdug&o de sinal sensivel a Rapamicina.

Rapa e CCI-779 ligam-se a imunofilina FKBP-12. O complexo FKBP12-Rapa
bloqueia a atividade da quinase mTOR (mammalian target of Rapamycin). Este
bloqueio inibe os reguladores da translagdo 4E-BP1/PHAS e p70%%,
acarretando redugdo na translagdo do mRNA de proteinas especificas

essenciais para a progressao do ciclo celular da fase G1 para a fase S.

FG= fator de crescimento; AKT= proteinoquinase B; P13K=fosfatidilinositol 3 quinase; FKBP12=
FK-binding protein 12; 4EBP1= proteina 1 de ligagdo do fator iniciador 4E; PHAS-
1=phosphorilated heat- and acid-stable protein; p70‘6k= proteina ribossomal de 40S proteina S6

quinase

(HIDALGO; ROWSINSKY, 2000)
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A ativagdo do mTOR modula duas vias que controlam a translacéo de
subgrupos especificos de RNA mensageiro (MRNA): proteina 1 de ligagao do
fator iniciador 4E (4E-BP1), também chamada de PHAS-1 (phosphorilated heat-
and acid-stable protein) e a proteina ribossomal de 40S proteina S6 quinase
(p70°%) Existem evidéncias indicando que a ativagao do PI3K ou da Akt é
suficiente para induzir a fosforilagao do 4AE-BP1/PHAS-1 e da p7056k, através da
mTOR (HALLORAN, 2000; HIDALGO; ROWSINKY, 2000).

A primeira via reguladora modulada pelo estado de fosforilagédo da
mTOR, a 4E-BP1/PHAS-1, inibe o inicio da translacdo através de sua
associagdo com a elF-4E. A ligagao da 4E-BPs ao elF-4E é dependente do
estado de fosforilagado da 4E-BP. No estado nao fosforilado, que predomina nas
células quiescentes, a AE-BPI/PHAS-1 liga-se ao elF-4E, inibindo sua
atividade. Em resposta ao estimulo proliferativo, a AE-BPI/PHAS-1 torna-se
fosforilada e diminui sua afinidade pelo elF-4E. Esta dissociagdo aumenta a
translagdo do mRNA. Este subgrupo de mRNA codifica proteinas importantes
para a proliferacéo 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 citostaticas.

A segunda via modulada pela mTOR é a quinase p705%. Existem duas
isoformas da p70°%: a al de Iocalizagéb nuclear e a oll predominantemente
citoplasmatica. Estas diferentes localizagbes tém claras implicagbes para 0s
tipos de substratos-alvo das isoformas das quinases. A p7086k é fosforilada no
estado basal em todos os tipos de células quiescentes. Estimulagao mitogénica
induz fosforilagdo em multiplos novos sitios dentro da quinase resultando na
sua ativagdo. Com a ativagao pelo estimulo proliferativo mediado pela via de
transducéo do sinal PI13K/Akt, a mTOR fosforila a p7056K, que por sua vez
fosforila a proteina ribossomal de 40S proteina S6, aumentando a translagao
do mRNA, incluindo aquele que codifica as proteinas ribossomais, fatores de
elongagao e IGF-Il (CHOU; BLENIS, 1995; HIGALGO; ROWINSKY, 2000).
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Estudos mostram que a fosforilagcdo do S6 ocorre em duas fases, uma mais
precoce em 10 a 15 minutos, seguida de outra mais longa, que atinge o
maximo em 30 a 45 minutos e a retorna aos niveis basais em 120 minutos. A
regulacdo negativa desta segunda fase acarreta reducéo na capacidade do
fator de crescimento epidérmico em fosforilar a S6 (FERRARI, THOMAS,
1994).

A Rapa resulta em rapida e profunda desfosforilagdo da p70%
suprimindo a sua atividade (HIGALGO; ROWINSKY, 2000). A Rapa também
promove desfosforilacdo da 4E-BP1/PHAS-1, com aumento na ligacédo do elF-
4E e concomitante diminuicdo na translagdo do mRNA para progressao do
ciclo celular da fase G1 para a fase S (HIDALGO; ROWINSKY, 2000). Este
bloqueio da proliferacdo celular na fase G1 €& a base da sua atividade
imunossupressora, impedindo a proliferacao de linfécitos T e B. Entretanto,
esta ndo parece ser sua Unica acdo benéfica na prevengéo da rejeicéo dos
transplantes. Outra importante acdo da Rapa parece ser seu efeito sobre as
células dendriticas. Woltman e cols. (2001) mostraram que este
imunossupressor induziu apoptose nas células dendriticas humanas derivadas
dos mondcitos e das células CD34, e este efeito foram dose e tempo-
dependentes, mas nao evidenciou atividade sobre os macréfagos alveolares ou ’
células mieldides.

A inibicao da translagdo do mRNA acarreta interrupgéo do ciclo celular
na transigdo G1/S e o mecanismo preciso responsavel por este efeito & ciclo
celular e tipo celular especifico.

Agentes antiproliferativos exercem seus efeitos através da modulacao
dos componentes da maquinaria do ciclo celular. Progresséo da fase G1 para a
fase S requer uma seqiiéncia de agdes 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
eliminacdo do p27, inibidor das cdks, facilitando a formacdo 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 periodo 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
translagdo do mRNA envolvido na transicao da fase G1 para a fase S do ciclo
celular em resposta a estimulo mitogénico e por interferir no balango
ciclina/cdks/inibidores das cdks na fase precoce do ciclo celular (HIGALGO;
ROWINSKY, 2000).

Em 1994, Dilling e cols. (1994) mostraram que trés de quatro linhagens
de rabdomiossarcoma infantil apresentaram elevado grau de sensibilidade a
Rapa, enquanto que seis linhagens de carcinoma coldnico testadas foram
relativamente resistentes. Os autores investigaram se esta sensibilidade das
células do rabdomiossarcoma estava ligada a via do IGF-1R. Células de
rabdomiossarcoma embrionario (Rh1 e Rh30) resistentes a Rapa foram
incubadas durante cinco dias com anticorpos monoclonais (a-IR-3), que
bloqueiam a via de sinalizagdo da IGF-1R. As células Rh30 foram altamente
sensiveis ao o-IR-3, mostrando uma dependéncia da via IGF-1R na atividade
antiproliferativa (DILLING et al, 1994).

A inducido de apoptose foi o mecanismo proposto para explicar a
atividade inibitéria da Rapa contra linhagens de células T de camundongo IL2-
dependente, células da leucemia promielocitica humana HL-60 e do cancer
ovariano humano SKOV3 (SHI et al., 1995). Este mecanismo & corroborado
com os experimentos de Seufferlein e Rozengurt (1996) utilizando neoplasia de
pequenas células de pulméo. Estes autores mostraram que a Rapa blogueia a
progressdo desta linhagem celular na fase G1 do ciclo celular, através da
inibicdo da ativagdo da p70/p85 kDa S6 quinase, coletivamente chamadas de
p70%%. Esta enzima pode regular diversos processos intracelulares envolvidos
na resposta mitogénica, incluindo a sintese protéica, a translacédo de subgrupos

especificos de mRNA, progressao 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
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confirmados mais tarde por Huang e cols. (2001). Segundo estes autores,
linhagens de células de rabdomiossarcoma humano (Rh1 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 concluiram que a interrupgéo do ciclo
celular na fase G1 protegeria a célula da apoptose. No entanto, crescentes
evidéncias tém mostrado que a apoptose € freqiientemente associada com a
célula na fase G1 do ciclo celular e que a interrupcao 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 0 tratamento de
células promielociticas humanas HL-60 com Rapa, em doses inferiores a
12uM, acarretou interrupgao do ciclo na fase G1, nado induziu alteracoes
apoptéticas, porém foi capaz de inibir o crescimento celular. Este efeito
antiproliferativo foi observado também para as células mieloblasticas ML1, mas
ndo para as células da leucemia monocitica humana NB4 e U937, mostrando

que a atividade antineoplasica era especifica para o tipo de célula testada.

Outras linhagens celulares tém mostrado sensibilidade a acao
antiproliferativa da Rapa e de seu analogo CCI-779, um éster similar a Rapa
com relagdo a poténcia e inibigdo da sinalizagdgo da mTOR, porém
apresentando maior solubilidade em agua e podendo ser administrado por via
endovenosa. Entre estas linhagens estao o rabdomiossarcoma Rh18 e Rh30,
adenocarcinoma de célon, medQloblastoma humano DAOY e glioma maligno
251 (DUDKIN et al., 2001; GEOERGER et al., 2001).

A inducéo da apoptose néo € o Gnico mecanismo proposto para explicar
a acdo antineoplasica da Rapa, podendo também apresentar uma acao
antiangiogénica tumoral. Guba e cols (2002) utilizaram o modelo da criacéo de
camara dorsal em camundongos, implantada com carcinossarcoma de coélon
CT-26, para avaliar a atividade angiogénida da Rapa e CsA. A Rapa acarretou
inibicdo do crescimento tumoral em paralelo a reducéo da neoangiogénese,
enquanto que a CsA produziu precoce neovascularizacéo 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 secrecdo de fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), um dos reguladores centrais do crescimento
vascular, enquanto que a CsA nao 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 acdo mais provavel da Rapa é a
indugdo da apoptose. Entretanto, estes estudos foram realizados in vitro, sem a
participacéo do sistema imune e ndo considerando os mecanismos de defesas
tumorais. Novamente, nés observamos que quando o imunossupressor foi
introduzido numa fase em que o tumor ja se encontrava em fase de

crescimento, o efeito antiproliferativo da Rapa foi completamente abolido.

Estudos in vivo na literatura com utilizagdo deste imunossupressor séao
escassos. Dudkin e cols. (2001) avaliaram a sensibilidade do xenoenxerto
rabdomiossarcoma Rh18 ao CCI-779, analogo 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 inibigdo do crescimento tumoral, independente da
dose administrada, porém o crescimento foi retomado com a interrup¢ao da
droga. Este mesmo esquema mostrou ser sensivel para animais implantados
com tumor de prostata, glioma e carcinoma ovariano, mas n&o para a linhagem
tumoral OVCARS, cujo retardo do crescimento néo foi significativo (DUDKIN et
al., 2001). Uma possivel explicacdo para sensibilidade diferencial € que nas
células intrinsecamente resistentes a Rapa, a atividade da p70°* ¢ inibida,
embora seja incapaz de suprimir a translagéo do c-MYC apés estimulacéo da
IGF-1. Outra possibilidade é que estas células regulam negativamente os
niveis de 4E-BPI, desregulando a translacdo 4-dependente, sem alterar
significativamente os niveis ou a atividade da p70°* (HOSOI et al., 1998;
DILLING et al., 2000). Esta ultima alternativa é corroborada pelo experimento
de Dumont e cols. (1994) mostrando que linhagens de linfoma de células T
resistentes a Rapa continuaram a proliferar e mantiveram a atividade da p70>*

em presenca da droga.
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A questdo chave do problema é que a grande maioria dos protocolos de
imunossupressdo dos diversos tipos de transplantes de 6rgdos e tecidos
utilizam associacdes de drogas e os efeitos antineoplasicos de cada droga
individual podem ser modificados quando elas sao empregadas de forma
associada. Tendo em vista este objetivo, nos avaliamos o efeito da associagao
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 importancia, pois esta associagao de drogas imunossupressoras €
freqiientemente utilizada em transplantes de 6rgaos, seja MMF com CsA ou
outro inibidor da calcineurina, o FK506. Se esta observacao for extensivel a
outros tipos de tumores, com maior tempo de experiéncia com o uso de MMF,
sera de se esperar que a incidéncia de tumores em geral nédo seja diferente
daquela observada em pacientes utilizando esquema duplo de CsA e PRED,

provavelmente 0 mesmo ocorra com a incidéncia de linfomas.

Ao contrario do MMF, a Rapa manteve sua atividade antineoplasica
quando associada a CsA.

Muthukkumar e cols. (1995) mostraram que a Rapa induziu profunda
inibicao do crescimento de linhagens de linfomas de células B imaturas (L1.2,
NFS.1. e WEHI-279) e de células de timoma. Esta inibicao foi antagonizada
quando a Rapa foi associada ao FK506, mas ndo com doses crescentes de
CsA.

Como a Rapa é uma droga ‘que foi introduzida recentemente, seu tempo
de uso clinico é insuficiente para avaliar a incidéncia de neoplasias. Entretanto,
MacDonald (2001) relatou a incidéncia de linfomas/PTLD em pacientes
recebendo Rapa+CsA+PRED, como sendo de 0,4% apds o primeiro ano, com
dose de 2 mg/dia, e de 2,3% com dose de 5mg/dia. Dois pacientes do grupo
Rapa-5mg haviam recebido OKT3 e MMF+AZA previamente. A incidéncia de
outras neoplasias foi de 1,8% em cada grupo da Rapa e de 1,5% no grupo
placebo+CsA+PRED. O Estudo Multicéntrico Americano avaliou pacientes em

uso de CsA, Pred, e Rapa, nas doses de 2 mg ou 5 mg, e comparou com
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controles, em uso de Aza+CsA+Pred. A incidéncia de neoplasia apés um ano
foi de 0,4% no grupo Rapa-2mg, de 0% no grupo Rapa-5mg e de 0,3% nos
controles, ndo havendo diferenca na incidéncia de linfomas entre os trés
grupos (0,4%, 2,9% e 2,5%, respectivamente) (KAHAN, 2000).

Luan e cols. (2002) avaliaram o efeito da associagédo de Rapa com CsA
sobre o crescimento do carcinossarcoma renal implantado por via subcutanea
em camundongos. A CsA foi administrada por via subcutinea, na dose de
20mg/kg em dias alternados, e Rapa, 2 mg/kg/d, por gavagem, ambas iniciadas
no 3° dia apds o implante tumoral ou quando o tumor atingisse um volume de
50mm3. Resultado semelhante ao nosso estudo foi observado, ou seja, a Rapa
isoladamente ou associada a CsA inibiu significativamente o crescimento
tumoral no 24° dia (Rapa = 308 + 66 mm®; Rapa + CsA = 268 + 55 mm®, CsA =
3103 + 305 mm?, controle = 3103 + 305 mm3). A Rapa também foi eficaz
quando o tumor foi inoculado na regiao 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=752+
2.1 d, sendo Rapa estatisticamente diferente de CsA e controle, e Rapa + CsA
diferente de todos os grupos). Este efeito antineoplasico da Rapa isolada ou
associada a 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
fenotipo celular invasivo em néo invasivo e acarretou aumento no nivel e na

expressao da E-caderina, molécula que aumenta a adesao intercelular.

E, finalmente, ndo observamos, em nosso estudo, sinergismo no efeito

antineoplasico na associagado da Rapa com o MMF.

Os resultados deste estudo sdo importantes, pois nos mostram uma
opc¢éo terapéutica valiosa em determinadas situacdes. A Rapa € uma droga
que ainda ndo tem ampla aceitagdo nos centros de transplantes,

principalmente pelos seus efeitos colaterais relacionados ao metabolismo dos

190

DISCUSSAO



lipideos e a auséncia de estudos a longo-prazo na sobrevida dos enxertos.
Entretanto, a sua acdo antineoplasica pode ampliar a sua indicacdo
terapéutica. Duas situagées podem ser de particular interesse para a indicacao
da Rapa como droga de escolha no esquema da imunossupressdo. Na
primeira, o paciente apresenta neoplasia e necessita de um enxerto, porque
seu 6rgao terminal ndo pode ser substituido por outra modalidade terapéutica
ou porque, no caso do rim, o paciente nao dispée de acesso para manter o
tratamento dialitico. Na segunda possibilidade, o paciente é transplantado e
desenvolveu neoplasia.

Um dos primeiros principios no tratamento das neoplasias poés-
transplantes é a reducdo ou interrupcdo das drogas imunossupressoras,
visando restaurar a resposta imune dirigida contra as células tumorais.
Infelizmente esta estratégia pode trazer como conseqiiéncia a perda do 6rgéo
transplantado e, nos casos em que o 6rgéo néao pode ser substituido por outra
modalidade terapéutica, como por exemplo nos transplantes de coracéao e
figado, a manutengédo da imunossupresséo torna-se indispensavel. Neste caso,
a utilizacdo da Rapa pode ser uma alternativa, embora devamos ter em mente
que, como mostrado em nosso estudo experimental, a resposta antiproliferativa
pode nao ocorrer quando o tumor ja se encontra em fase de crescimento. A
melhor opgéo para o esquema imunossupressor a ser utilizado deve ter em
conta o tipo de neoplasia e o érgéo transplantado, devendo ser lembrado,
como sugerem 0s nossos resultados, que ndo ha evidéncias de efeito

antineoplasico aditivo na associagdo da Rapa com 0 MMF.
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CONCLUSOES



O estudo experimental desenvolvido com a inoculagdo de
carcinossarcoma 256 de Walker em ratos Wistar, com o intuito de avaliar o
efeito de drogas imunossupressoras, isoladas ou em associagéo, sobre o

crescimento ou a regressao tumoral nos permitiu concluir:

1. A Rapamicina, utilizada isoladamente ou em associagdo 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 associacdo de Micofenolato Mofetil
com Ciclosporina aboliu o efeito antitumoral do Micofenolato;

3. A Ciclosporina A nao induziu crescimento tumoral significativo do

Carcinossarcoma 256 de Walker;

4. Nao foi verificado sinergismo da associagdo Rapamicina + Micofenolato
Mofetil na inibicdo 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 obtencao
de uma svuspenséo tumoral menos contaminada com outros tipos celulares.
Entretanto, o crescimento tumoral € comparavel ao observado em animais

inoculados com a suspensao obtida pela técnica padréo.
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