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RESUMO 
 
 

O presente trabalho avaliou os possíveis efeitos citotóxicos, genotóxicos e 
mutagênicos dos imunossupressores ciclosporina e tacrolimo, além da análise da 
expressão de genes relacionados com o surgimento de câncer. Os possíveis efeitos 
genotóxicos da ciclosporina foram avaliados sobre linfócitos humanos normais nas 
concentrações de 300; 600; 1200; 2400 e 4800 ng/mL por meio dos ensaios do 
cometa, micronúcleo e índice de divisão nuclear (IDN). Os efeitos dos 
imunossupressores ciclosporina e tacrolimo foram testados em linhagem celular de 
fibroblastos de pulmão humano (MRC-5), sendo escolhidas as concentrações de 
135, 300, 675 e 1520 ng/mL de ciclosporina e de 8; 16; 24; 32 ng/mL de tacrolimo, 
por não terem induzido diminuição da viabilidade das células após 24 horas de 
exposição no teste MTT. Foram realizados os ensaios do cometa, IDN, micronúcleo 
e curva de crescimento celular. Os resultados destes ensaios sugerem que 
concentrações menores que 300 ng/mL de ciclosporina e de 16 ng/mL de tacrolimo 
são mais seguras para o uso, já que não induziram danos genotóxicos ou 
mutagênicos. A análise da regulação da expressão gênica em linfócitos humanos 
submetidos a tratamento in vitro com ciclosporina e tacrolimo indicou que os genes 
CYLD e XPC apresentaram variações significativas de expressão nos grupos 
tratados com as drogas em relação ao controle. Os resultados de expressão 
mostraram que as respostas em relação aos medicamentos e às doses testadas 
foram indivíduo-dependente e que os genes diferencialmente expressos poderão 
auxiliar na escolha de terapias imunossupressoras adequadas a cada individuo. 

 
Palavras-chave: Células T. Imunologia de transplantes. Mutagênese. Genética-

Expressão. Imunologia. Câncer. 
 



CILIÃO, H. L. Cytotoxicity evaluation, genotoxicity and mutagenicity of 
immunosuppressive drugs in human cells in vitro and analysis of gene 
expression. 2013. 92 p. Dissertation (Master’s degree in Genetic and Biology) – 
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 
 
 

ABSTRACT 
 
 

This study evaluated the possible citotoxic, genotoxic and mutagenic effects of 
immunosuppressive cyclosporine and tacrolimus, as well the expression analysis of 
genes related to the appearance of cancer. The possible mutagenic effects of 
cyclosporine were evaluated on normal human lymphocytes at concentrations of 300, 
600, 1200; 2400 and 4800 ng/mL by the comet assay, micronucleus test and nuclear 
division index (IDN). The effects of immunosuppressive cyclosporine and tacrolimus 
were tested in line cell of human lung fibroblasts (MRC-5), being chosen the 
concentrations of 135, 300, 675 and 1520 ng/mL of cyclosporin and 8, 16, 24, 32 
ng/mL tacrolimus, by not induce decreasing cell viability after 24 hours of drug 
exposure in MTT test. The assays performed were the comet assay, IDN, 
micronucleus test and cell growth curve. The results of these trials suggest that 
concentrations less than 300 ng/mL of cyclosporine and 16 ng/mL of tacrolimus are 
safer to use, since no genotoxic and mutagenic damage were induced. The analysis 
of the regulation of gene expression in human lymphocytes undergoing in vitro 
treatment with cyclosporine and tacrolimus indicated that CYLD and XPC genes 
showed significant variations in the expression of the drug-treated groups compared 
to control group. The results showed that expression of the responses in relation to 
drugs and doses tested were individual-dependent and that differentially expressed 
genes may help in the choice of immunosuppressive therapies appropriate to each 
individual. 
 

Keywords: T cells. Transplantation immunology. Mutagenesis. Cyclosperine 
Immunology. Câncer. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Após a realização do transplante é necessário que o paciente faça uso 

constante de drogas imunossupressoras a fim de diminuir a resposta imunológica, e 

consequentemente evitar que seu organismo reconheça o enxerto como um corpo 

estranho e desencadeie um processo de rejeição. No entanto é observado que cada 

paciente apresenta diferentes respostas aos medicamentos imunossupressores, 

tanto em decorrência ao tipo do medicamento quanto à dosagem utilizada. Muitos 

efeitos adversos são observados em decorrência da utilização prolongada destes 

medicamentos, entre estes as neoplasias.  

Com o intuito de diminuir os efeitos adversos decorrente da utilização dos 

medicamentos imunossupressores e ao mesmo tempo evitar a ocorrência de 

episódios de rejeição e possível perda do órgão transplantado, estes pacientes 

realizam exames periódicos monitorando as concentrações plasmáticas dos 

imunossupressores.   

Dentre os imunossupressores utilizados, os inibidores de calcineurinas 

(ciclosporina e tacrolimo) são os mais relacionados com o desenvolvimento de 

instabilidade genética e conseqüente acarretam em maior risco para o 

desenvolvimento de câncer. 

Dentre as neoplasias mais corriqueiramente observadas nos pacientes 

transplantados destaca-se o câncer de pele, que em decorrência ao uso prolongado 

de imunossupressores promove riscos de até 250 vezes em desenvolver esta 

neoplasia em relação à população geral. Esta incidência também é proporcional ao 

nível de imunossupressão a qual cada indivíduo é submetido. 

Portanto, estudos para uma melhor compreensão da atuação de drogas 

imunossupressoras no organismo humano são necessários, a fim de proporcionar 

melhora na qualidade de vida destes pacientes.  
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 Imunossupressores 

Os medicamentos imunossupressores são administrados a pacientes 

transplantados (OLIVEIRA, ZANKL, RATH, 2004) e a pacientes com doenças auto-

imune (YOCUM, 1996), pois diminuem a atividade do sistema imunológico reduzindo, 

no primeiro grupo, a taxa de rejeição (GARCIA et al., 2004) e no segundo, a atividade 

de células auto-reativas, melhorando em ambos os casos, a sobrevida destes 

pacientes. 

No início da terapia imunossupressora, entre os anos de 1960 a 1986, eram 

utilizadas drogas como azatioprina e prednisona, cujos efeitos não eram monitorados 

(GARCIA et al., 2004). No final da década de 70 surgiram novas drogas, como a 

ciclosporina, que revolucionou o transplante de órgãos, aumentando a sobrevida do 

enxerto (RYFFER, 1998; LASMAR et al., 2005). Porém, a concentração plasmática era 

incerta devido à sua imprecisa absorção. Assim, o monitoramento se tornou 

necessário. A partir de então, os pacientes são submetidos a um monitoramento 

constante destes fármacos ou de seus derivados presentes em fluidos biológicos, a fim 

de manter uma concentração estável dessas drogas, pois uma dosagem baixa pode 

resultar na perda do enxerto, enquanto uma dosagem elevada pode ser tóxica para os 

indivíduos (GARCIA et al., 2004). 

No inicio dos anos 90 foi criada uma nova microemulsão da ciclosporina 

(Neoral), que apresentou melhor farmacocinética e eficiência quando comparada com 

a formulação anterior, resultando na redução significativa do risco de rejeição de 

transplante (PONTICELLI, 2005). 

No ano de 1987 surgiu o medicamento tacrolimo (FK506), que possui ação 

imunossupressora mais potente que a ciclosporina, sendo utilizado atualmente em 

30% dos transplantados renais (GARCIA et al., 2004).  

Atualmente os pacientes transplantados fazem uso de uma combinação de 

medicamentos imunossupressores; esta combinação consiste em inibidor de 

calcineurina, agentes antiproliferativos (que limitam a expansão clonal dos linfócitos) e 

corticóide (KASISKE et al., 2010).  

Dentre os inibidores de calcineurina a ciclosporina e o tacrolimo possuem 

semelhante mecanismo de ação (Figura 1), atuando no bloqueio da proliferação de 
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células T, devido à formação de um complexo com as imunofilinas (ciclofilina e 

FKBPs, respectivamente), inibindo a transdução das calcineurinas fosfatases 

(BRAZELTON, MORRIS, 1996). Tal inibição impede a desfosforilação do fator 

nuclear de ativação de células T (NFAT), diminuindo a transcrição de genes 

dependentes de NFAT (MATSUDA, KOYASU, 2000; OEKJEN, et al., 2003), 

impedindo sua  translocação para o núcleo, inibindo a expressão de genes alvos, 

incluindo genes de citocinas, entre elas a interleucina 2 (IL-2) e interleucina 4 (IL-4), 

que estão envolvidas na ativação de células T (MATSUDA, KOYASU, 2000; 

TEDESCO, HARAGSIM, 2012). 

As interleucinas são citocinas sintetizadas por leucócitos (macrófagos e 

células T), que atuam em outros leucócitos, sendo importantes mediadores do 

sistema imunológico. Elas estimulam diversas respostas envolvidas na imunidade e 

inflamação, incluindo o estímulo para o crescimento e proliferação dos linfócitos e 

ativação das células efetoras para eliminar microrganismos e outros antígenos. 

(ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2008). 

 

Figura 1 - Mecanismo de ação das drogas imunossupressoras ciclosporina e 
tacrolimo, que possibilita o bloqueio da transcrição de interleucinas. 

 
Fonte: Fantini et al. (2006)  
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A utilização dessas drogas imunossupressoras em longo prazo tem acarretado 

um aumento na expectativa de vida de pacientes transplantados, mas também uma 

maior incidência de doenças resultantes do seu uso prolongado, como hipertensão 

arterial, nefrotoxicidade, neurotoxicidade, hipercolesterolemia, diabetes mellitus e 

neoplasias (FRAILE et al., 2009).  

Pacientes submetidos à terapia imunossupressora por longo período 

apresentam alto risco de desenvolverem câncer e de recidivarem neoplasias existentes 

antes do transplante (OLIVEIRA, ZANKL, RATH, 2004; FRAILE et al., 2009). Segundo 

Ianhez (2001), a incidência de câncer nos transplantados renais é de 1 a 16% maior do 

que no restante da população. O autor relatou também que, de 85 tumores malignos 

observados em transplantados brasileiros, 81% eram provenientes de linhagem 

epitelial e 19% de linhagem mesenquimal.  

Wisgerhof et al. (2011) observaram que em 1906 pacientes transplantados 

renais, 327 (17%) desenvolveram algum tipo de câncer, sendo que destes, 142 

desenvolveram câncer visceral, 178 carcinoma de células escamosas e 138 carcinoma 

de células basais; alguns destes pacientes desenvolveram mais de um tipo de câncer. 

Segundo Rath, Oliveira-Frick (2009), o desenvolvimento de neoplasias malignas 

é estimado em 20% após 10 anos de imunossupressão crônica. Isto pode ser 

explicado principalmente pelo uso de imunossupressores que acarretam distúrbios no 

sistema imunológico, juntamente com outros fatores de risco adicionais, como a 

predisposição genética, fatores ambientais, ativação de vírus oncogênicos, número de 

drogas imunossupressoras usadas e suas concentrações sanguíneas, idade, tempo de 

diálise, tabagismo, cânceres pré existentes, assim como as possíveis propriedades 

oncogênicas desses imunossupressores (OLIVEIRA, ZANKL, RATH, 2004; 

FISCHEREDER, 2008). 

Segundo Wisgerhof et al. (2011), estima-se que, após 30 anos de 

imunossupressão, 50% dos pacientes transplantados renais irão desenvolver pelo 

menos um tipo de câncer. 

Trabalho realizado por Engels et al. (2011) demonstra que o risco de 

desenvolvimento de neoplasias decorrentes da perda do controle do sistema imune 

sobre vírus oncogênicos é extremamente alto nos pacientes transplantados. Dentre 

estas neoplasias encontram-se o linfoma não-Hodgkin e linfoma Hodgkim, causados 

pelo vírus Epstein-Barr; Sarcoma de Kaposi causado pelo herpes vírus humano 8 e o 

câncer de fígado, causado pelo vírus das hepatites B e C.  
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O câncer de pele é a neoplasia mais comum associada com a imunossupressão 

(O’CALLAGHAN, 2008). Contribuem também para isso a exposição aos raios 

ultravioleta, predisposição genética e tempo pós-transplante. As neoplasias de pele 

mais comuns nos pacientes imunossuprimidos são os carcinomas espinocelular, 

seguido pelo carcinoma basocelular; ambos mais agressivos nestes pacientes do que 

no restante da população, com altas taxas de metástase e mortalidade (IANHEZ, 

2002).  

Apesar da frequência de câncer de pele ser extremamente alta, é observada 

uma maior taxa de sobrevivência dos pacientes portadores deste câncer do que em 

pacientes com câncer visceral. Trabalho realizado por Wisgerhof et al. (2011) com 

pacientes holandeses mostrou uma taxa de sobrevivência de 57% após 10 anos do 

diagnóstico de câncer de pele, sendo que em câncer visceral esta taxa de 

sobrevivência foi de 22%.  

Como os pacientes transplantados são considerados de alto risco para o 

desenvolvimento de câncer e este está relacionado à alta morbidade e mortalidade 

(VASUDEV, HARIHARAN,  2007), é indicada a realização de exames de rastreio, 

como citologia urinária, ultrassom e exames dermatológicos de pele e lábio, 

possibilitando a detecção de carcinoma nas fases iniciais e melhorando o prognóstico 

do paciente (ZUUREN, VISSCHER, BAVINCK, 1998; FISCHEREDER, 2008). 

O tratamento de câncer nos transplantados é muito complicado, pois necessita 

de diminuição ou suspensão da imunossupressão, podendo levar à rejeição do 

enxerto, o que torna o câncer uma das principais causas de mortalidade nestes 

pacientes (OLIVEIRA, ZANKL, RATH, 2004). 

Diante do exposto, é inegável a importância do uso de imunossupressores em 

pacientes transplantados e também a definição de doses adequadas que impeçam 

tanto os processos de rejeição como de carcinogênese. Para verificar se dois 

medicamentos imunossupressores (ciclosporina e tacrolimo) induzem alterações no 

material genético de células humanas normais, se faz necessária a realização de 

testes para avaliar os potenciais citotóxicos e genotóxicos destas drogas. 

 

2.2 Ensaios de Viabilidade Celular e Citotoxicidade 

Os ensaios de citotoxicidade permitem avaliar a sobrevivência e proliferação 

de células mediante tratamentos com substâncias testes (MOSMANN, 1993). 
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2.2.1 Teste de viabilidade celular - MTT  

O teste do MTT foi primeiramente descrito por Mosmann (1983) e consiste na 

redução do sal de tetrazolium (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazólio) pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase das células 

viáveis, formando cristais de formazan.  

A quantidade de formazan produzida está diretamente relacionada à 

quantidade de células viáveis, metabolicamente ativas, uma vez que a atividade de 

redução do MTT é atribuída à atividade da cadeia respiratória mitocondrial 

(BERNHARD et al., 2003). Estes cristais são então solubilizados em dimetilsulfóxido 

(DMSO), resultando em uma coloração roxa. O resultado deste ensaio é obtido pela 

leitura em espectrofotômetro; quanto mais intensa a coloração roxa produzida, maior 

a quantidade de células viáveis. 

Este ensaio é um método rápido para avaliar a viabilidade celular a partir do 

efeito tóxico de um composto em culturas de células submetidas a tratamento agudo 

(GERLIER e THOMASSET, 1986).  

 

2.2.2 Ensaio de exclusão com Azul de Tripan 

O teste de exclusão pelo Azul de Tripan é um ensaio rápido para mensurar a 

diminuição do número de células viáveis como uma medida direta da citotoxicidade, 

por meio da avaliação de danos à membrana plasmática (FRESHNEY, 2001), 

refletindo com precisão a citotoxicidade induzida por drogas (KIM et al., 2009). Este 

corante penetra apenas nas células com danos irreversíveis na membrana, ou seja, 

nas células não viáveis, enquanto as células viáveis têm a membrana intacta e não 

permitem a entrada do corante (FORNELLI et al., 2004). A leitura das células é 

realizada em câmara de Neubauer, utilizando-se microscópio invertido.  

Este ensaio pode ser utilizado previamente à realização de ensaios de 

genotoxicidade e/ou mutagenicidade para se determinar a porcentagem de células 

viáveis após a realização do tratamento, a porcentagem de células não viáveis deve 

ser menor que 30%, de forma a evitar resultados falsos positivos originados da 

fragmentação do DNA devido, à morte celular (SASAKI et al, 2007). 

 

2.3 Ensaio de Genotoxicidade e Mutagenicidade 

Mutagenicidade refere-se à indução de alterações permanentes e 

transmissíveis na estrutura do DNA, ou seja, mutações, que podem ser gênicas, 
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alterando o funcionamento de um único gene, ou cromossômicas, afetando vários 

genes (PIERCE, 2004).  

Se as mutações não forem detectadas ou causarem a morte celular vão 

passar despercebidas, assim as mutações não reparadas vão se propagar pelo 

corpo em crescimento (MALUF e ERDTMANN, 2003). O acúmulo destas mutações 

pode levar à perda do controle da divisão celular, desencadeando o estágio inicial do 

processo de formação do tumor, principalmente quando estas mutações estão 

relacionadas com a ativação dos proto-oncogenes ou com a perda da função dos 

genes supressores de tumor (RIBEIRO e MARQUES, 2003). 

A genotoxicidade se refere a lesões genômicas passíveis de reparo, mas que 

se não reparadas resultam em mutações (GONTIJO, TICE, 2003).  

Os testes de genotoxicidade e de mutagenicidade são importantes para se 

avaliar danos causados no material genético por produtos químicos, como os 

medicamentos, assim como para o monitoramento de populações ocupacionalmente 

expostas a xenobióticos. Tais avaliaçoes têm sido importantes para se estimar o 

risco do desenvolvimento câncer (AU, BADARY, HEO, 2001).  

 

2.3.1 Ensaio do cometa  

O ensaio do cometa, também conhecido como SCGE (“single cell gel 

electrophoresis”) é o mais utilizado para identificar agentes com atividade 

genotóxica, detectando quebras de fita simples, de fita dupla, ‘’crosslinks’’, sítios de 

reparo por excisão e/ou lesões álcali-lábeis no DNA de células individuais (FIKROVÁ 

et al., 2011).  

Este teste consiste em fixar as células em agarose e lisar as membranas e 

proteínas nucleares (incluindo as histonas) com detergentes e altas concentrações 

de sais, permanecendo inalteradas apenas as proteínas da matriz nuclear, o que 

permite que o DNA permaneça retido em uma estrutura residual semelhante a um 

núcleo, conhecida como nucleóide (ÖSTLING, JOHANSON et al., 1984).  

Caso existam quebras na molécula de DNA a estrutura do nucleóide sofre 

mudanças (TICE et al., 2000). De acordo com o dano ocorrido na molécula, as 

células com maior frequência de ruptura no DNA apresentam maior migração, 

resultando em um nucleóide com uma cauda de fragmentos de DNA com a 

aparência de um cometa (TICE et al., 2000). Assim, este teste permite determinar a 

exposição e a reatividade do DNA, por meio da indução de lesões que geram 



18 

segmentos que migram durante a eletroforese do núcleo para o pólo positivo 

(BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005). Deve-se salientar que as principais lesões 

observadas no teste do cometa podem ser corretamente reparadas sem resultar em 

alterações genéticas permanentes. Desta forma, o reparo do DNA pode ser 

observado, dependendo do tipo de indução de dano primário ao DNA e do tempo de 

tratamento, por meio da redução da migração dos fragmentos, devido à eliminação 

de algumas lesões (BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005). 

Diferentes variações metodológicas foram desenvolvidas para o teste do 

cometa, que foi inicialmente descrito por Östling e Johanson (1984), os quais 

desenvolveram a técnica de eletroforese em microgel para a detecção de danos no 

DNA em nível celular em condições neutras. Nos anos seguintes Singh et al. (1988) 

introduziram a técnica do microgel em pH alcalino, que oferece maior sensibilidade 

para identificar danos no DNA, já que desfaz as pontes de hidrogênio, permitindo 

maior migração dos fragmentos de DNA no gel. A grande vantagem da utilização 

deste método é a sua alta sensibilidade em detectar danos no DNA em células 

individuais, requerer um pequeno número de células, ter baixo custo, ser de fácil 

aplicação e fornecer resultados rapidamente (TICE et al., 2000; BRENDLER-

SCHWAAB et al., 2005). 

Atualmente o ensaio do cometa vem sendo utilizado em experimentos de 

genética toxicológica e ecotoxicológica para o monitoramento humano e ambiental, 

avaliando danos causados ao material genético em decorrência da exposição a 

diferentes compostos que podem trazer consequências significativas à saúde 

humana após curtos ou longos períodos de exposição (JHA, 2008). Além disso, o 

ensaio do cometa também tem sido empregado para detectar a cinética de reparo do 

DNA; em avaliações de genotoxicidade, tanto in vitro como in vivo, de danos 

induzidos por agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes, entre outros 

(McKELVEY-MARTINS et al., 1993; GONTIJO e TICE, 2003; VILLELA et al., 2003).  

 

2.3.2 Ensaio do micronúcleo 

O ensaio do micronúcleo (MN) in vitro foi proposto por Heddle (1976) para 

avaliar agentes mutagênicos, utilizando cultura de linfócitos periféricos humanos. 

Este ensaio permite detectar efeitos aneugênicos, devido a danos no fuso mitótico 

que levam à perda de cromossomos inteiros durante a anáfase, e efeitos 

clastogênicos, originados da ruptura de cromossomos em fragmentos acêntricos, 
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que são perdidos durante a divisão celular (FENECH, 2000). Também pode haver 

formação de micronúcleos pela ruptura de pontes cromossômicas, que são puxadas 

para os pólos opostos durante a anáfase (TERRADAS et al., 2010). Portanto, os 

micronúcleos podem ser definidos como pequenos corpos extranucleares formados 

por material cromossômico não incorporado no núcleo principal, como consequência 

de um dano genético que pode ser causado por agentes físicos, químicos ou 

biológicos (VILLELA et al., 2003).  

As principais características para diferenciar o micronúcleo do núcleo principal 

são sua morfologia idêntica ao núcleo principal, diâmetro entre 1/16 até, no máximo, 

1/3 dos núcleos principais, mesma coloração dos núcleos, ausência de refringência, 

não estar conectado ou sobreposto a um dos núcleos principais (FENECH, 1993). 

O micronúcleo tem sido utilizado como um biomarcador de danos 

cromossômicos, instabilidade genética e risco de câncer; no monitoramento dos 

efeitos da radioterapia e também no biomonitoramento de várias doenças, 

(SAMANTA e DEY, 2010). 

 

2.4 Estudo da Expressão Gênica por PCR Quantitativa em Tempo Real (RT-
qPCR) 
Todas as células de um organismo possuem os mesmos genes porém, estes 

são expressos de maneira diferente dependendo do estado fisiológico, patológico ou 

de desenvolvimento da célula. Assim, o estudo dos RNAs mensageiros (mRNAs) 

fornece informações importantes sobre os genes que estão sendo expressos em 

determinado momento nas células (BUSTIN, NOLAN, 2004). 

A técnica RT-qPCR em tempo real é utilizada para analisar a expressão de 

mRNA. A sigla “RT” refere-se à reação de transcriptase reversa que consiste em 

transformar o mRNA em DNA complementar (cDNA). A expressão “em tempo real” 

refere-se ao princípio da técnica de monitorar constantemente o acúmulo de produto, 

sendo possível a estimativa da quantidade inicial de mRNA, devido à fluorescência 

produzida, que é proporcional ao número de cópias do amplicon depois de cada 

ciclo (SKRZYPSKI, 2008). Esta fluorescência é resultado da adição de um corante 

fluorescente à reação, sendo o SYBR Green amplamente utilizado devido à sua 

capacidade de se ligar à dupla fita de DNA, emitindo fluorescência (PFAFFL, 2001). 
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A reação de RT-qPCR tem alta sensibilidade e permite a quantificação de 

transcritos raros e detecção de pequenas mudanças na expressão de genes 

(PFAFFL, 2001). 

Os genes estudados neste trabalho (Tabela 1), estão diretamente 

relacionados com o desenvolvimento de cânceres: 

 Genes de reparo de DNA que atuam como barreira protetora contra 

alterações deletérias ao material genético, mantendo a integridade do 

genoma (PINTO, FELZENSWALB, 2003).  

 Genes supressores de tumor que codificam proteínas inibidoras da replicação 

celular. Para que estes genes percam a ação supressora, ambos os alelos 

têm que estar inativos (CAVENEE, WHITE, 1995). 

 Proto-oncogenes são responsáveis por codificar proteínas que estimulam as 

células a se replicarem. Estes genes são expressos nas células normais, 

contudo, quando alterado em apenas um dos alelos, transformam-se em 

oncogenes. O produto dos oncogenes é capaz de manter o estímulo 

permanente para a divisão celular, mesmo com ausência de estímulos 

externos (CAVENEE, WHITE, 1995, PINTO, FELZENSZWALB, 2003).    

 

Tabela 1 - Genes relacionados com o desenvolvimento de tumor e estudados no 
presente trabalho. 

REPARO DE DNA SUPRESSOR TUMORAL PROTO-ONCOGENE 

XPC (xeroderma 

pigmentosum, 

complementation group C) 

CYLD (cylindromatosis) CCND1 (cyclin D1) 

TP53 (Tumor protein p53) MYC (myelocytomatosis 

viral oncogene) 

 

2.4.1 MYC ou c-MYC (v-myc Myelocytomatosis viral oncogene homolog) 

O proto-oncogene MYC foi inicialmente descoberto em estudos com retrovírus 

causadores de mielocitomatose em aves, sendo denominado de v-MYC (viral avian 

myelocytomatosis). O homólogo celular humano c-MYC foi descoberto 

posteriormente, sendo sua superexpressão observada em vários tipos de cânceres 

(DANG, 1999). 

Dos genes pertencentes à família MYC, destacam-se c-MYC, l-MYC (nos 

carcinomas do pulmão) e n-MYC (nos neuroblastomas) uma vez que estes 
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apresentam potencial neoplásico em seres humanos (FARIA, RABENHORST, 

2006). 

O gene c-MYC está localizado na região cromossômica 8q24.1 e participa da 

regulação do ciclo celular por meio da promoção da transição da fase G1 para a fase 

S, em decorrência da ativação do complexo ciclinas/CDK. Especula-se também que 

este gene seja responsável por inibir a transcrição de supressores tumorais como 

p21, p57, p15 e p16, acarretando divisão celular descontrolada, não permitindo o 

eficiente reparo do material genético antes da replicação, ocasionando novas 

mutações e, consequentemente, o surgimento de instabilidade genética (FARIA, 

RABENHORST, 2006). 

A proteína expressa pelo gene c-MYC está presente na proliferação normal 

de células somáticas. No entanto, em células cancerosas a expressão deste gene 

geralmente é desregulada e elevada. Sabe-se que c-MYC é um fator de transcrição 

que modula a expressão de genes alvos da replicação celular, todavia, ainda não se 

sabe ao certo os mecanismos moleculares que promovem a transformação maligna 

(LITTLEWOOD, KREUZALER, EVAN, 2012).  

Este gene parece ser um amplificador geral de qualquer estado de transcrição 

em que a célula se encontra no momento de sua ativação, o que pode ajudar a 

compreender o papel do gene c-MYC em diversas vias biológicas como 

metabolismo, crescimento celular, diferenciação celular, proliferação e apoptose, 

dependendo dos níveis celulares em que a proteína C-MYC está expressa 

(LITTLEWOOD, KREUZALER, EVAN, 2012; NIE et al., 2012).  

 

2.4.2 CCND1 (Cyclin D1) 

O gene CCND1 é um proto-oncogene localizado na região cromossômica 

11q13 e desempenha um importante papel na passagem do ponto de restrição em 

G1 (LUKAS et al., 1995). A proteína resultante deste gene age como reguladora do 

ciclo celular, uma vez que seu padrão de expressão e degradação contribuem para 

a coordenação do tempo de cada evento mitótico, por meio da fosforilação da 

proteína retinoblastoma (supressora tumoral). Nas células normais, as ciclinas D1 

têm um tempo de meia vida de aproximadamente 20 minutos, pois elas são 

rapidamente ubiquitinizadas. A diminuição de qualquer dos fatores responsáveis por 

esta ubiquitinização resulta em maior estabilidade e acúmulo das ciclinas D1. 
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Geralmente observa-se aumento da expressão de CCND1 devido à perda do 

checkpoint G1/S, que faz com que a célula se divida continuamente, mesmo sem 

estímulos externos (CURTIN et al., 2005). Além do acúmulo de ciclina D1 

decorrentes da sua maior estabilidade, algumas lesões genômicas como 

translocações ou amplificações cromossômicas do gene CCND1, resultam na 

superexpressão deste gene, alterando a progressão do ciclo celular e contribuindo 

para o surgimento de vários tipos de cânceres (BARBASH, DIEHL, 2008; YAN et al., 

2011),  como os linfóides e tumores sólidos, incluindo os de mama, próstata, 

estômago, esôfago, cabeça e pescoço, mielomas múltiplos, adenoma de 

paratireóide, pulmão e bexiga (TAJARA, 2004; SHAN, ZHAO, GU, 2009). 

 

2.4.3 TP53 (Tumor protein p53) 

O gene TP53 é um supressor tumoral que expressa uma proteína de extrema 

importância para a célula devido à sua capacidade de bloquear o ciclo celular na 

presença de danos no DNA. Dessa forma, o sistema de reparo pode atuar evitando 

a perpetuação do dano e o estabelecimento de mutações. Se o dano não puder ser 

reparado, a proteína p53 tem a capacidade de induzir a apoptose (MARTINEZ et al., 

2006; YAN et al., 2011). 

Mutações no gene TP53 estão entre as alterações mais frequentes 

encontradas no câncer, ocorrendo em cerca de 50% de todos os tumores malignos 

(MARTINEZ et al., 2006).  

A inativação deste gene pode induzir o surgimento do câncer de pele pela 

exposição à radiação UV. Cerca de 90% das células de carcinomas espinocelular e 

50% das células de carcinomas basais possuem mutações no gene TP53 

(MARTINEZ et al., 2006; BENJAMIN, ANANTHASWAMY, 2007).  

 

2.4.4 CYLD (Cylindromatosis – turban tumor syndrome) 

O gene CYLD pertence à família cilindromatose e localiza-se na região 

cromossômica 16q12-13. Possui função de supressor tumoral e codifica a enzima 

CYLD deubiquitinase, que regula negativamente a sinalização do fator nuclear 

Kappa B (NF-KB), contribuindo assim, para a sobrevivência, proliferação e 

diferenciação celular (ZHENG et al., 2004). 

Sua baixa expressão está relacionada ao desenvolvimento de vários tipos de 

cânceres humanos, incluindo câncer de pulmão, cólon, rim, melanoma e carcinoma 
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hepatocelular. Regula ainda a progressão do câncer de pele não melanoma devido 

ao controle da diferenciação tumoral, angiogênese e sobrevivência celular 

(ALAMEDA et al., 2011). 

A perda dos dois alelos do gene CYLD ou a inativação destes está 

relacionada com o surgimento de cilindromas (neoplasias benignas múltiplas de 

pele). Stegmeier et al. (2007) demonstraram que a perda da atividade deste gene 

está relacionada com a perda do controle do ciclo celular e aumento da resistência à 

apoptose. Os autores sugeriram que o defeito na progressão do ciclo celular causa 

uma instabilidade genética que pode contribuir com a tumorigênese. 

Trabalho realizado por Alameda et al. (2011), mostra que o aumento da 

expressão do gene CYLD leva à diminuição da malignidade de carcinoma de células 

escamosas em humano. Já a inibição funcional deste gene aumenta a agressividade 

do tumor, o potencial invasivo, resultando também na resistência à apoptose e 

angiogênese. 

 

2.4.5 XPC (Xeroderma Pigmentosum, complementation group C) 

O gene XPC codifica proteínas específicas da via do reparo por excisão de 

nucleotídeos (NER – Nucleotise excision repair). Mutações neste gene estão 

associadas à doença Xeroderma pigmentoso, rara doença autossômica recessiva, 

que tem como característica aumentar a sensibilidade à luz solar, com consequente 

desenvolvimento de cânceres de pele em idade prematura (MADAM, LEAR, 

SZEIMIES, 2010). 

Herman-Edelstein et al. (2012) demonstraram que drogas imunossupressoras 

que agem pelo bloqueio da calcineurina, como a ciclosporina e o tacrolimo, 

diminuem a atividade do sistema de reparo por excisão de bases e, 

consequentemente, aumentam o desenvolvimento de câncer nos pacientes 

transplantados que utilizam estes medicamentos. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A terapia imunossupressora é fundamental após a realização do transplante 

para diminuir o risco de rejeição do órgão. Os medicamentos imunossupressores 

aumentam a expectativa de vida dos pacientes transplantados e, 

consequentemente, acarretam em maior incidência de doenças resultantes do uso 

prolongado dessas drogas, como por exemplo, as neoplasias, mais frequentes nestes 

pacientes do que no restante da população. Portanto, estudos que visem melhor 

compreensão da atuação de drogas imunossupressoras no organismo humano são 

necessários a fim de proporcionar melhora na qualidade de vida destes pacientes.  

Neste contexto, os ensaios in vitro com células humanas submetidas a 

tratamentos com imunossupressores corriqueiramente utilizados na prática clínica, a 

fim de avaliar suas possíveis citotoxicidade, genotoxicidade e regulação de genes 

relacionados com o desenvolvimento de neoplasias, podem contribuir auxiliando na 

determinação da concentração mais segura para o uso de imunossupressores em 

pacientes transplantados, assim como para o estabelecimento de perfis 

transcricionais (assinaturas gênicas) característicos, de forma a diferenciar o 

indivíduo sadio do doente, tornando os diagnósticos, prognósticos e condutas 

terapêuticas mais seguras e eficazes. 
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3 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivos gerais 
Contribuir para o conhecimento sobre os efeitos do uso dos 

imunossupressores ciclosporina e tacrolimo em pacientes que fazem uso destes 

medicamentos, por meio da avaliação do seu potencial citotóxico, genotóxico e 

mutagênico em células humanas in vitro, bem como da quantificação da expressão 

de alguns genes envolvidos no desenvolvimento de câncer. 

 

4.2 Objetivos específicos 
 Avaliar os possíveis efeitos genotóxico, mutagênico e índice de 

proliferação celular (IDN) em linfócitos humanos normais tratados com 

ciclosporina. 

 

Realizar ensaios com cultura de fibroblastos de pulmão humano (MRC-5) 

tratados com ciclosporina e tacrolimo para: 

 Avaliar seus possíveis efeitos citotóxicos por meio do ensaio do MTT em 

cinco diferentes tempos de tratamento 24, 48, 72, 96 e 120 horas; 

 Avaliar os possíveis efeitos genotóxicos por meio do ensaio do Cometa 

nos tempos de 3 e 24 horas de exposição aos medicamentos; 

 Avaliar os possíveis efeitos mutagênicos por meio do ensaio do 

micronúcleo in vitro, com tempo de exposição de 24 horas aos 

medicamentos; 

 Quantificar, em linfócitos tratados com os imunossupressores ciclosporina 

e tacrolimo, a expressão de genes relacionados com o surgimento de 

tumores malignos, empregando a técnica de PCR quantitativa em tempo 

real. 
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RESUMO 

 

No presente trabalho foram avaliados os possíveis efeitos genotóxicos e 

mutagênicos do imunossupressor ciclosporina em linfócitos de indivíduos saudáveis 

expostos às concentrações de 300; 600; 1200; 2400 e 4800 ng/mL de ciclosporina. 

As três menores concentrações são próximas às concentrações plasmáticas 

observadas em pacientes e as concentrações acima foram avaliadas para se 

estabelecer uma margem de segurança do uso da droga. A avaliação da 

genotoxicidade foi realizada por meio do ensaio do cometa após 2 ou 24 horas de 

exposição das células ao imunossupressor e a avaliação da mutagenicidade foi 

realizada pelo ensaio do micronúcleo com bloqueio de citocinese após 48 horas de 

exposição. A ciclosporina apresentou atividade genotóxica apenas quando avaliada 

nas concentrações de 2400 e 4800 ng/mL, em ambos os tempos de tratamento e na 

concentração de 1200 ng/mL apenas no tempo de 2 horas. Atividade mutagênica foi 

observada somente para a maior concentração do imunossupressor (4800 ng/mL). 

Com os resultados deste trabalho podemos sugerir que a ciclosporina deve ser 

utilizada nos pacientes transplantados nas menores concentrações possíveis, a fim 

de evitar a rejeição do enxerto e minimizar ao máximo seus efeitos adversos.  

 

Palavras chave: Ciclosporina, imunossupressor, ensaio do cometa, transplantados 

renais, ensaio do micronúcleo, linfócitos. 
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1 Introdução 

A ciclosporina é um medicamento imunossupressor amplamente utilizado pelos 

pacientes transplantados para reduzir a taxa de rejeição e melhorar a sobrevida dos 

pacientes (Garcia et al., 2004; Oliveira et al., 2004; Ponticelli, 2005).  

Os danos ao material genético estão entre os efeitos adversos já descritos após 

o uso de imunossupressores (Yuzawa et al.,1986, Ianhez, 2001, Engels et al., 2011, 

Kurtoglu e Yuksel, 2012). Devido ao potencial mutagênico da droga, os pacientes 

submetidos à terapia imunossupressora apresentam alto risco de desenvolver câncer e 

de recidiva de neoplasias existentes antes do transplante (Oliveira et al., 2004; Fraile 

et al., 2009). Segundo Ianhez (2001), a incidência de câncer nos transplantados renais 

chega a ser 16% maior do que no restante da população. O autor relatou também que, 

de 85 tumores malignos observados em transplantados, 81% eram provenientes de 

linhagem epitelial. 

Segundo Rath e Oliveira-Frick (2009), o desenvolvimento de neoplasias 

malignas é estimado em 20% após 10 anos de imunossupressão crônica. Isto pode ser 

explicado principalmente pelo uso de imunossupressores que acarretam distúrbios no 

sistema imunológico, diminuição da vigilância imune (Hanahan e Weinberg, 2011), 

juntamente com outros fatores de risco adicionais, como a predisposição genética, 

fatores ambientais, ativação de vírus oncogênicos, número de drogas 

imunossupressoras usadas e suas concentrações plasmáticas, idade, tempo de 

diálise, tabagismo, cânceres pré existentes, assim como as propriedades mutagênicas 

já mencionadas desses imunossupressores (Oliveira et al., 2004; FischerederI, 2008). 

Zuuren et al. (1998) mostraram que na década de 90 o transplante de órgãos 

sólidos vinha se tornando uma alternativa de tratamento frequente e de sucesso e 

sugeriram que o número de doenças resultantes das terapias imunossupressoras 

aumentaria nos anos subsequentes. Esta previsão foi confirmada, pois atualmente se 

observa um aumento na incidência de câncer nos pacientes transplantados em 

comparação com a população em geral, sendo que este aumento pode ser decorrente 

de maneira direta ou indireta do uso de medicamentos imunossupressores (Vajdic e 

Leeuwen, 2009). Neste caso, torna-se de extrema importância o monitoramento dos 

pacientes, assim como a determinação de doses de imunossupressores que sejam 

eficazes, mas que apresentem o menor efeito adverso possível.    
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Por esta razão, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos 

genotóxicos e/ou mutagênicos da ciclosporina em diferentes concentrações. Para 

este propósito foram empregados o ensaio do cometa e o ensaio do micronúcleo 

com bloqueio de citocinese (CBMN) em cultura de linfócitos humanos in vitro. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Agentes Químicos  

A ciclosporina (SANDIMMUN®, 50mg/mL, Novartis Farma – CAS: 59865-13-

3), foi cedida ao nosso Laboratório pelo Setor de Farmácia do Hospital Universitário 

da Universidade Estadual de Londrina (Londrina, Paraná – Brasil).	 

O cloridrato de doxorrubicina - DXR (Adriamycin, Sigma-Aldrich, CAS: 23214-

92-8), foi utilizado como controle positivo no ensaio do cometa, na concentração de 

0,75 µg/mL. A bleomicina - Bleo (Aché, CAS: 9041-93-4), foi utilizada no ensaio do 

micronúcleo como indutor de danos no DNA, na concentração de 15 µg/mL. A 

fitohemaglutinina (PHA) (GibcoTM, CAS: 10576-015) e a citocalasina-B (Sigma-

Aldrich; CAS: 14930-96-2) foram utilizadas, respectivamente, nas concentrações 

finais de 0,2 µg/mL e 3 µg/mL de meio de cultura. 

 

2.2 Cultura de Linfócitos 

Após aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da 

Universidade Estadual de Londrina, parecer CEP/UEL: 004/2010, CAAE: 

0211.0.268.000-09, foram coletados 10 mL de sangue periférico de 6 voluntários 

saudáveis, sendo 3 homens e 3 mulheres, na faixa de 20 a 30 anos, sem histórico 

de doenças recentes, não fumantes, não etilistas, que não faziam uso de nenhuma 

medicação e sem exposição recente à radiação e a praguicidas, com o intuito de 

reduzir a detecção de danos no DNA que não fossem resultantes dos tratamentos 

empregados neste trabalho. 

Os linfócitos foram isolados utilizando-se Ficoll-Paque, como descrito por 

Boyum (1968). Foram utilizadas amostras de 6 indivíduos para a realização do 

ensaio do cometa  e 3 indivíduos para o ensaio do micronúcleo.  

Aproximadamente 106 células foram semeadas em tubos cônicos contendo 5 

mL de meio de cultura RPMI 1640 (GibcoTM, CAS: 31800-014), 2,0 g/L de NaHCO3 
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(MERCK), HEPES 25mM (Sigma-Aldrich, CAS: 7365-45-9), 0,06 g/L de penicilina G 

(Sigma-Aldrich, CAS: 113-98-4), 0,10 g/L de sulfato de estreptomicina (Sigma-

Aldrich, CAS: 3810-74-0), 20% de soro bovino fetal (GibcoTM, CAS: 12657-029) e 2% 

de fitohemaglutinina A (GibcoTM).  

Depois de estabelecida a cultura, as células foram incubadas por 48 horas em 

estufa tipo B.O.D a 37ºC e em seguida receberam o tratamento com diferentes 

concentrações de ciclosporina, escolhidas a partir de relatos da literatura: 300, 600, 

1200, 2400 e 4800 ng/mL (Yuzawa et al.,1986; Ianhez, 2002; Oliveira et al., 2004; 

Rath e Oliveira-Frick, 2009).  

 

2.3 Ensaio do Cometa 

A versão alcalina do ensaio do cometa foi realizada de acordo com a 

metodologia proposta por Singh et al. (1988). Os linfócitos isolados de seis doadores 

saudáveis foram incubados em meio completo com PHA por 48 horas, permitindo, 

assim, a estabilização e o aumento do número celular. Após este período, o meio de 

cultura foi substituído por meio completo sem PHA e realizados os seguintes 

tratamentos: PBS (phosphate saline buffer) (controle negativo), doxorrubicina 

(controle positivo) e cinco diferentes concentrações de ciclosporina. Alíquotas da 

suspensão celular foram retiradas após 2 e 24 horas para a realização do ensaio, 

pois segundo Sasaki et al. (2007), a quantidade de danos observada no ensaio do 

cometa pode variar de acordo com o tempo de exposição. 

As células foram centrifugadas a 200 g por 5 minutos e logo em seguida foi 

retirado o sobrenadante, deixando-se 20 µL desta suspensão celular, aos quais 

foram adicionados 120 µL de agarose de baixo ponto de fusão (LMP - low melting 

point) 0,5% diluída em PBS. A mistura foi homogeneizada e espalhada sobre 

lâminas pré preparadas com uma camada de agarose (NMP – normal melting point) 

1,5% diluída em PBS.  
As lâminas foram mantidas em solução de lise de membrana (2,5 M NaCl, 

100 mM EDTA, 10 mM TRIS, 10% DMSO, 1% Triton-X) pH 10, por 90 minutos a 

4ºC. Após a lise as lâminas foram incubadas por 20 minutos em tampão de 

eletroforese (200 mM EDTA, 10N NaOH) pH 13, e então submetidas à corrida de  

eletroforese (25 V e 300 mA) por 20 minutos neste mesmo tampão a 4 oC. 

As lâminas foram neutralizadas com solução de TRIS (0,4 M – pH 7,5),  por 

15 minutos, secas e fixadas com etanol absoluto por 5 minutos e estocadas a 4 oC 
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até a análise. A coloração foi realizada com 45 µL de solução de gel red 30x 

(BIOTIUM, CAS: 41003) imediatamente antes da análise em microscópio de 

fluorescência (Nikon), com objetiva de 40X, em filtro de excitação 515-560 nm de 

comprimento de onda e filtro de barreira de 590 nm, sendo analisadas 100 células 

por indivíduo, totalizando 600 células por tratamento. 

O critério utilizado para a quantificação dos danos no DNA foi baseado em 

observações visuais do tamanho da cauda em proporção ao nucleóide, sendo 

atribuído um valor numérico a cada classe de migração, que variou de classe 0 para 

nucleóides com ausência de cauda a classe 3, para os nucleóides com cauda maior 

que dois diâmetros do nucleóide (Kobayashi et al., 1995). 

O escore foi calculado de acordo com a fórmula proposta por Manoharan e 

Banerjee (1985), multiplicando-se o número de nucleóides observados em cada 

classe, representado na fórmula por n, pelo valor da classe correspondente (0, 1, 2, 

3).  

 

 

 

2.4 Ensaio do Micronúcleo (MN) 

O ensaio do micronúcleo foi realizado em linfócitos do sangue periferico de 

três doadores saudáveis (duas mulheres e um homem), selecionados aleatoriamente 

dentre os indivíduos analisados no ensaio do cometa, seguindo-se a técnica descrita 

por Countryman e Hedlle (1976) Aproximadamente 500 µL de sangue periférico 

foram transferidos para tubos cônicos contendo meio de cultura completo e PHA. As 

culturas foram incubadas em meio completo para estabilização por 24 horas e após 

este período foram tratadas por 48 horas com PBS (controle negativo) e bleomicina 

(controle positivo) e cinco diferentes concentrações de ciclosporina. Após 24 horas 

de tratamento foi adicionada citocalasina B na concentração final de 3 µg/mL, que 

agiu por 28 horas. Em seguida as culturas foram centrifugadas a 64,4 g por 5 

minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionados 5 mL de solução hipotônica a 

37oC (KCl 0,075M) e 20 µL de formaldeído 1%. A suspensão celular foi 

homogeneizada e novamente centrifugada a 64,4 g por 5 minutos, retirado o 

sobrenadante e adicionados 3 mL de fixador Carnoy (metanol/ácido acético 3:1) 

recém preparado. Esta última etapa com fixador foi repetida duas vezes. 
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Após a fixação, as lâminas foram preparadas e coradas por 5 minutos com 

Giemsa (Nuclear, CAS: 1810) 5% diluído em tampão fosfato (NaHPO4 0,06M e 

KH2PO4 0,06M - pH=6,84) a 25oC. A análise das lâminas foi realizada em 

microscópio de luz visível (Nikon Eclipse E200) com aumento de 40x, sendo 

contadas 1000 células binucleadas por indivíduo, totalizando 3000 células por 

tratamento, anotando-se a frequência de micronúcleos encontrados.  

         

2.5 Índice de Divisão Nuclear (IDN) 

Para a determinação do índice de divisão nuclear (IDN) foram contadas 500 

células por indivíduo, totalizando 1500 células por tratamento e anotadas a 

frequência de células que continham de 1 a 4 núcleos. 

O IDN foi calculado de acordo com Eastmond e Tucker (1989), utilizando-se a 

fórmula: 

 

 

onde N1 - N4 representam o número de células com 1, 2, 3 ou 4 núcleos, 

respectivamente e N representa o total de células contadas.  

 

2.6 Análise Estatística 

As análises estatísticas dos resultados obtidos no ensaio do Cometa e no 

ensaio do Micronúcleo foram realizadas por meio do Programa GraphPad InStat 

(versão 3.05 GraphPad Software, Inc.), utilizando-se o teste de Análise de Variância 

(One way - ANOVA), seguido do teste de Tukey (p < 0,05). O teste de Tendência 

Linear foi realizado utilizando-se os valores médios obtidos nos ensaios do cometa 

(escore), micronúcleo e índice de divisão nuclear.  

 

3 RESULTADOS  

 

3.1 Ensaio do Cometa  

A Ciclosporina na concentração de 1200 ng/mL foi genotóxica em linfócitos 

expostos apenas a 2 horas de tratamento, enquanto que as concentrações de 2400 

e 4800 ng/mL induziram danos genotóxicos após 2 e 24 horas de tratamento das 

células, como demonstrado na Figura 1. 
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Sobre os valores de escore médio obtidos no ensaio do cometa após 2 e 24 

horas de tratamento, foi aplicado o teste estatistico de tendência linear, que indicou 

uma tendência significativa de aumento dos escores dose-depedente após 2 horas 

(F = 10.0598; P < 0.0031) ou 24 horas (F = 7.1408; P < 0.0114) de exposição à 

Ciclosporina.  

 

3.2 Ensaio do Micronúcleo e IDN 

No ensaio do micronúcleo foi observado que apenas a concentração de 4800 

ng/mL de ciclosporina aumentou significativamente a frequência de células 

micronucleadas. Não foram observadas alterações no índice de proliferação celular 

nas culturas controles e nas tratadas com diferentes concentrações de ciclosporina, 

como observado na Tabela 1. 

 

4 DISCUSSÃO 

Vários grupos de pesquisa têm estudado os efeitos mutagênicos das drogas 

imunossupressoras, entre elas a ciclosporina, cujos resultados são bastante 

contraditórios, o que dificulta o estabelecimento de uma concentração segura para 

sua utilização (Yuzawa et al., 1986; Oliveira et al., 2004; Rath e Oliveira, 2009). 

Tolou-Ghamari e Palizban (2003) determinaram, por radioimunoensaio, a 

concentração plasmática da ciclosporina em 647 pacientes transplantados renais e 

obtiveram valores que variaram de 18 ng/mL a 1400 ng/mL. Segundo os autores, os 

resultados obtidos podem estar relacionados a diferentes fatores, como o tempo 

após o transplante, idade, alimentação, metabolismo, entre outros. Portanto, é 

necessário um monitoramento constante para que esta droga seja suficiente para 

evitar a rejeição do enxerto, mas não atinja concentrações muito elevadas no plasma 

dos pacientes, evitando, assim, a indução de efeitos adversos, como por exemplo, 

danos ao DNA.  

No presente estudo, das cinco concentrações de ciclosporina avaliadas, as 

três menores são próximas às observadas por Tolou-Ghamari e Palizban (2003) no 

sangue dos pacientes e as duas maiores foram avaliadas para se estabelecer uma 

margem de segurança do uso da droga. 

No ensaio do cometa as células foram tratadas com ciclosporina por 2 ou 24 

horas, para verificar se o tempo de exposição alteraria o efeito genotóxico desta 

droga, pois, segundo Albertini et al. (2000), a frequência de danos no DNA em 
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linfócitos pode diminuir com um maior tempo de exposição devido a processos de 

reparo do DNA, à renovação celular ou à perda de células fortemente danificadas 

por meio de apoptose ou necrose. Os dados do presente estudo confirmaram 

parcialmente esta hipótese, pois somente a concentração de 1200 ng/mL, que se 

apresentou genotóxica para linfócitos submetidos a duas horas de tratamento mas 

não às células submetidas a 24 horas de tratamento. Deve-se ressaltar que o 

emprego do teste estatístico de tendência linear mostrou que a concentração de 

1200 ng/mL apresentou uma tendência à genotoxicidade em linfócitos tratados por 

24 horas. Desta forma, estudos adicionais serão necessários para verificar se o 

tratamento de linfócitos humanos in vitro com 1200 ng/mL de ciclosporina leva ou 

não a uma diminuição da genotoxicidade em tempos de exposição maiores. Nos 

tempos de exposição de 2 e 24 horas, as concentrações de 2400 e 4800 ng/mL 

foram altamente genotóxicas, mas estas concentrações de ciclosporina não foram 

detectadas por Tolou-Ghamari e Palizban (2003) no sangue dos pacientes 

transplantados renais.  

O ensaio do cometa avalia danos passíveis de reparo, enquanto o ensaio do 

micronúcleo determina danos já fixados. Neste trabalho somente a maior 

concentração de ciclosporina apresentou atividade mutagênica, sugerindo que nas 

concentrações de 1200 e 2400 ng/mL possa ter ocorrido o reparo e a não fixação do 

dano genotóxico observado no ensaio do cometa. 

Oliveira et al., (2004) observaram tanto em linfócitos humanos de doadores 

saudáveis tratados com ciclosporina em concentrações clinicamente relevantes 

(200-400ng/mL) quanto em linfócitos de pacientes transplantados, indução de 

aberrações cromossômicas e de trocas entre cromátides irmãs (SCEs). 

Alguns estudos (Varga et al., 2006; Samanta e Dey, 2010) suportam a 

hipótese de uma associação entre o aumento na frequência de MN em linfócitos e o 

desenvolvimento do câncer. Os resultados do projeto HUMN “Human Micronucleus” 

indicaram que indivíduos com maior frequência de micronúcleos foram mais 

propensos ao desenvolvimento de câncer (Mateuca et al., 2006).  

Esta associação entre frequência de lesões cromossômicas em linfócitos de 

indivíduos transplantados renais e câncer foi demonstrada por Kelly e Sheil (1983). 

Os autores observaram que 22% dos receptores de transplante apresentaram 

elevadas taxas de trocas entre cromátides irmãs, que têm sido observadas em maior 

frequência nos transplantados que desenvolveram câncer. Em estudo realizado por 
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Yuzawa et al. (1986), foi observado que a ciclosporina induziu trocas entre 

cromátides irmãs (SCEs) in vitro, em concentrações maiores que 1000 ng/mL.   

Oliveira et al. (2004) demonstraram uma relação dose-dependente entre a 

frequência de micronúcleo em linfócitos humanos de individuo saudáveis tratados 

com ciclosporina nas concentrações de 200 e 400 ng/mL. No entanto, a 

concentração de 300 ng/mL foi avaliada no presente estudo e não induziu aumento 

de micronúcleos. O mesmo trabalho citado acima demonstrou maior frequência de 

micronúcleos nas células dos pacientes transplantados renais submetidos à terapia 

imunossupressora, quando comparados com culturas de linfócitos de pessoas 

saudáveis, o que, segundo os autores, indica que, in vitro, a ciclosporina tem menor 

potencial mutagênico do que quando usada clinicamente. Isto remete à possibilidade 

de seus metabólitos gerados in vivo serem mais mutagênicos do que o composto 

original.  

No presente trabalho, quando analisado o índice de divisão nuclear, não foi 

observada alteração significativa na proliferação dos linfócitos em nenhuma das 

concentrações de ciclosporina avaliadas (300 a 4800 ng/mL). Estes dados 

corroboram os de Oliveira et al. (2004), que também observaram proliferação normal 

de linfócitos de doadores saudáveis tratados in vitro com 100, 200, 400 e 2000 

ng/mL de ciclosporina. Contrariamente, Yuzawa et al. (1986) observaram em 

linfócitos de doadores saudáveis, diminuição na proliferação celular em tratamentos 

empregando as concentrações de 1000 e 5000 ng/mL de ciclosporina. 

Uma redução notável do índice de proliferação celular foi observada por 

Oliveira et al. (2004) em linfócitos de pacientes transplantados em comparação com 

células de doadores saudáveis tratadas com drogas imunossupressoras. A diferença 

encontrada por estes pesquisadores para os índices de proliferação celular de 

linfócitos provenientes de pacientes e controles submetidos à ciclosporina pode ser 

resultado da exposição crônica dos pacientes ao imunossupressor, pois Rath e 

Oliveira-Frick (2009) afirma que a capacidade de proliferação celular nos pacientes 

submetidos à terapia imunossupressora é reduzida após três semanas de 

imunossupressão.  

Portanto, a maior concentração deste imunossupressor é tanto genotóxica 

quanto mutagênica. No entanto, esses efeitos genotóxicos e mutagênicos 

provavelmente não apresentarão consequências deletérias para a maior parte dos 

pacientes que fazem uso destas drogas, pois, normalmente, as concentrações para 
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as quais se obteve tais resultados não são detectadas no plasma de pacientes sob 

tratamento com este imunossupressor. 
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Legendas das Fíguras 
 
Figura 1 – Médias dos escores obtidos no ensaio do cometa realizado em linfócitos 
humanos de seis indivíduos expostos a 2 ou 24 horas de tratamento com cinco 
diferentes concentrações de ciclosporina. 
 
Lista de Tabelas 
 
Tabela 1 - Frequência de micronúcleos (MN) e índice de divisão nuclear (IDN) 
observados em linfócitos humanos de 3 indivíduos tratados in vitro com ciclosporina 
por 48 horas. 
 
Fígura 1 

 
PBS: phosphate saline buffer. DXR: Doxorrubicina  
Valores estatistícamente diferentes do controle negativo, ^(p<0,05), #(p<0,01). *(p<0,001). Os dados 
representam média ± erro padrão. 
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Tabela 1 

X±SD= média ± desvio padrão; PBS (phosphate saline buffer) = controle negativo. 

Valores estatisticamente diferentes do controle negativo *(p<0,05), **(p<0,01) ***(p<0,001). 

Tratamentos 
(em cultura) 

Frequência de MN 
(1000 células/ indivíduo) 
  

IDN 
(500 células/ indivíduo) 

      Indivíduos          Indivíduos 
 I II III X±SD I II III X±SD 
         
         
PBS 04 05 05 4,66±0,57 1,633 1,540 1,410 1,527±0,11 
         
bleomicina (15 µg/mL) 41 45 47 44,33±3,05*** 1,190 1,204 1,100 1,164±0,05**
         
ciclosporina (ng/mL)         
300 05 10 10 8,33±2,88 1,678 1,380 1,464 1,507±0,15 
600 04 13 12 9,66±4,93 1,633 1,360 1,484 1,492±0,13 
1200 07 09 12 9,33±2,51 1,570 1,430 1,406 1,468±0,08 
2400 08 08 14 10,0±3,46 1,418 1,312 1,406 1,378±0,05 
4800 12 13 15 13,3±1,52* 1,384 1,250 1,304 1,312±0,06 



41 

 

5 ARTIGO 

 

Efeitos citotóxicos e genotóxicos dos imunossupressores 

ciclosporina e tacrolimo em fibroblastos humanos in vitro 

 

Cilião, H.L.a, Ribeiro, D.L.a, Serpeloni, J.M.b, Oliveira, M. T. a, Cólus, I.M.Sa. 

 
a Departamento de Biologia Geral, Universidade Estadual de Londrina  
b Departamento de Biologia Geral, Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita 

Filho, Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara – UNESP 

 

 

 

 

Revista a ser submetido: Mutagenesis  

Fator de Impacto – 3.183 

 

Correspondência para: 

Profa. Dra. Ilce Mara de Syllos Cólus 

Laboratório de Mutagênese e Oncogenética – Departamento de Biologia Geral, 

Universidade Estadual de Londrina – UEL 

Londrina, Paraná, Brasil 

CEP: 86.057-970 

Telefone: 3371-4608 

e-mail: colus@sercomtel.com.br 

 

 

Palavras chave: ciclosporina, tacrolimo, células MRC-5, ensaio do cometa, ensaio 

MTT, ensaio do micronúcleo. 



42 

 

RESUMO 
 
O presente trabalho avaliou os possíveis efeitos citotóxicos, genotóxicos e 
mutagênicos dos medicamentos imunossupressores ciclosporina e tacrolimo sobre 
fibroblastos humanos normais (células MRC-5), expostos às concentrações 
comumente observadas no plasma dos pacientes transplantados renais. Para isso 
foi realizado um levantamento das concentrações plasmáticas destes 
imunossupressores nos prontuários de pacientes transplantados renais do Instituto 
do Rim de Londrina-PR / Brasil. A partir destes dados foram escolhidas 11 
concentrações de cada imunossupressor para avaliar a viabilidade celular usando o 
ensaio do MTT. Baseados nestes resultados foram escolhidas as concentrações de 
135, 300, 675 e 1520 ng/mL de ciclosporina e de 8; 16; 24; 32 ng/mL de tacrolimo 
para a realização do ensaio do cometa, índice de divisão nuclear (IDN), teste do 
micronúcleo (MN) e curva de proliferação celular. A ciclosporina diminuiu a 
viabilidade celular a partir de 48 horas de exposição das células MRC-5 às 
concentrações de 1520 a 3420 ng/mL; apresentou efeito genotóxico na 
concentração de 1520 ng/mL após 3 horas de exposição e nas concentrações de 
675 e 1520 ng/mL após 24 horas de exposição; induziu mutagenicidade na 
concentração de 1520 ng/mL após 24 horas de exposição. O tacrolimo apresentou 
diminuição da viabilidade celular a partir de 72 horas de exposição às concentrações 
de 20 a 36 ng/mL; atividade genotóxica nas concentrações de 16 a 32 ng/mL em 
ambos os tempos de tratamento; e efeito mutagênico nas concentrações de 24 e 32 
ng/mL. As curvas de proliferação demonstraram que estes medicamentos não 
apresentaram efeito citostático, dados estes confirmados pelos IDN obtidos. Estes 
resultados sugerem que as concentrações menores que 300 ng/mL de ciclosporina e 
de 16 ng/mL de tacrolimo são mais seguras para o uso, já que não induziram danos 
genotóxicos, mutagênicos e não interferiram na viabilidade e proliferação celular. 
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1. INTRODUÇÃO 

A terapia imunossupressora é amplamente utilizada por pacientes 

transplantados com a finalidade de evitar a rejeição de órgãos sólidos (1) e por 

pacientes com doenças auto-imune (2), melhorando, desta forma, a sobrevida destes 

pacientes. 

Embora os imunossupressores sejam fundamentais para diminuir a taxa de 

rejeição nos transplantados e aumentar a sobrevida do enxerto, a longo prazo eles 

diminuem a sobrevivência e a qualidade de vida dos pacientes, por apresentarem 

forte toxicidade para as células (3). 

Os efeitos adversos causados por estes medicamentos são mais 

preocupantes nos transplantados do que nos pacientes com doenças auto-imunes, 

pois estes, além de fazerem uso de concentrações menores, podem interromper o 

tratamento e retornar após intervalos adequados (4), o que não é possível para os 

transplantados. 

Dentre os medicamentos imunossupressores utilizados pelos pacientes 

transplantados, encontram-se a ciclosporina e o tacrolimo, que possuem potente 

atividade imunossupressora e semelhante mecanismo de ação. Estes medicamentos 

agem como imunoreguladores no bloqueio da proliferação de linfócitos T. A 

ciclosporina se complexa com  ciclofilinas enquanto o tacrolimo se liga às 

imunofilinas-FKBPs, e ambos agem inibindo a transdução das calcineurinas 

fosfatases (5). A inibição da atividade de fosfatase da calcineurina impede a 

desfosforilação do fator nuclear de células T ativadas (NFAT), resultando na 

diminuição da transcrição de genes dependentes de NFAT (6, 7), dentre eles as 

interleucinas, importantes para a ativação da resposta imunológica. 

Devido à diferença na estrutura entre estes dois medicamentos, o tacrolimo 

possui maior ação imunossupressora, potencializando a ação de glicocorticóides e 

progesterona, por se ligar a receptores que inibem a degradação destes (8, 9). 

Ambos os medicamentos possuem uma estreita relação entre as doses terapêutica e 

tóxica; assim, as concentrações plasmáticas dos pacientes que fazem uso destes, 

precisam ser periodicamente monitoradas (10, 11). 

Pacientes transplantados apresentam diferentes efeitos adversos em 

decorrência do uso destes medicamentos, como nefrotoxicidade, neurotoxicidade, 
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distúrbios gastrointestinais, aumento do colesterol e triglicerídeos, resistência 

periférica à insulina no diabetes mellitus, entre outros (4, 11, 12). No entanto, os 

efeitos adversos causados pelo tacrolimo parecem ser menores que os causados 

pela ciclosporina. Pratschike et al.(13) demonstraram redução dos efeitos adversos 

em 84% dos pacientes transplantados após a substituição pelo período de 3 meses 

do imunossupressor ciclosporina pelo tacrolimo, com estabilização da função do 

enxerto, além de redução da nefrotoxicidade, hipertensão, neurotoxicidade e 

diminuição das concentrações de creatinina e triglicerídeos. 

De modo geral, os medicamentos imunossupressores também levam a um 

aumento da suscetibilidade a infecção e ao surgimento de neoplasias (14). A 

suscetibilidade a infecções é decorrente da diminuição da imunidade, assim como a 

maior incidência de câncer, pois a diminuição da vigilância imune dificulta o 

reconhecimento e eliminação de células cancerosas (15). Lesões no material 

genético induzidas pelos imunossupressores, assim como a diminuição da atividade 

do sistema de reparo, também podem aumentar a suscetibilidade às infecções e ao 

câncer. Alguns cânceres também têm sido associados às infecções virais (16). 

Diante do exposto, os pacientes transplantados são considerados indivíduos com alto 

risco para o desenvolvimento de câncer, doença que apresenta altas taxas de 

morbidade e mortalidade (17). Segundo Wisgerhof et al. (18), estima-se que, após 30 

anos de imunossupressão, 50% dos pacientes transplantados renais irão desenvolver 

pelo menos um tipo de câncer. 

Diante dos efeitos adversos apresentados pelos pacientes que fazem uso 

constante destes medicamentos imunossupressores pretende-se com este trabalho 

investigar os possíveis efeitos, citotóxicos, genotóxico e mutagênico da ciclosporina 

e do tacrolimo sobre células humanas normais, a fim de contribuir para a escolha de 

doses adequadas e que apresentem menos efeitos adversos e, consequentemente, 

menor risco para surgimento de neoplasias. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Condições de cultura e delineamento experimental 

As células MRC-5 (fibroblasto pulmonar de feto humano normal) foram 

cultivadas em estufa B.O.D. a 37 °C, com atmosfera de 5% de CO2, em meio DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) com glicose (CAS: 12100-038, Gibco),  

suplementado com 15% de soro bovino fetal e 1% de penicilina (CAS: 113-98-4, 
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Sigma-Aldrich - St. Louis- USA) e estreptomicina (CAS: 3810-74-0, Sigma-Aldrich - 

St. Louis- USA), em frascos de polietileno para cultura celular de 25cm2 (TPP). Para 

a realização dos experimentos as células foram utilizadas entre a 3a e 8a passagem 

após o descongelamento. 

As concentrações de ciclosporina e tacrolimo utilizadas neste trabalho foram 

selecionadas a partir de levantamento das concentrações plasmáticas dosadas por 

radioimunoensaio em 567 pacientes transplantados renais do Instituto do Rim de 

Londrina (PR - Brasil) e obtidas por meio da análise de prontuários (Tabela 1). 

Foram selecionadas 11 concentrações de cada medicamento para a 

realização do ensaio do MTT ((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo 

tetrazólico). A ciclosporina (SANDIMMUN®, Novartis Farma - CAS 59865-13-3) foi 

avaliada nas concentrações de 60; 90; 135; 200; 300; 450; 675; 1100; 1520; 2280 ou 

3420 ng/mL e o tacrolimo (CAS: 109581-93-3 Sigma-Aldrich – St. Louis- USA) nas 

concentrações de 1; 2; 4; 8; 12; 16; 20; 24; 28; 32 ou 36 ng/mL. O ensaio do MTT foi 

realizado em cinco diferentes tempos de tratamento (24, 48, 72, 96 ou 120 horas). 

Os resultados obtidos após 24 horas de exposição das células aos medicamentos 

imunossupressores foram utilizados para escolher as concentrações que não 

diminuem a viabilidade celular, para a realização dos ensaios posteriores. Os 

maiores tempos de exposição foram empregados a fim de simular a exposição 

contínua do paciente às drogas em tratamentos sub-agudos.  

A partir dos resultados obtidos foram selecionadas quatro concentrações de 

ciclosporina (135, 300, 675 e 1520 ng/mL) e do tacrolimo (8, 16, 24 e 32 ng/mL) para 

a realização do ensaio do cometa, micronúcleo, índice de proliferação celular e 

apoptose. Para a análise da curva de proliferação foram utilizadas 3 concentrações 

de cada medicamento: 135, 300 e 675 ng/mL de ciclosporina e 8, 16 e 24 ng/mL de 

tacrolimo. 

Os experimentos com os dois imunossupressores foram realizados de 

maneira independente, sendo todos os tratamentos realizados em triplicata. Como 

controle negativo foi utilizada solução salina tamponada com fosfato (PBS) e como 

agente indutor de danos foi utilizado o quimioterápico doxorrubicina (DXR - CAS: 

25316-40-9, Sigma-Aldrich - St. Louis- USA) na concentração de 750 ng/mL para os 

ensaios do cometa, curva de proliferação celular e a concentração de 100 ng/mL foi 

utilizada nos ensaios do micronúcleo e índice de divisão nuclear. 
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2.2 Ensaio de viabilidade celular– MTT 

O ensaio do MTT foi realizado seguindo o protocolo descrito por Mosmann 

(19). Foram semeadas 104 células por poço, em placas de cultura de 96 poços, que 

permaneceram incubadas para estabilização com meio de cultura completo por 24 

horas.  

Após este período o meio de cultura foi retirado e foram adicionados os 

tratamentos em meio sem soro bovino fetal por 24, 48, 72, 96 ou 120 horas. Cada 

tratamento foi realizado em 7 replicatas. Decorrido o período de tratamento as 

células foram lavadas com PBS e incubadas com solução de MTT - CAS: 298-93-1 

Sigma-Aldrich - St. Louis- USA) na concentração final de 5 mg/mL em cultura, por 4 

horas a 37oC.  

Após a retirada da solução de MTT foram adicionados 200µL de DMSO 

(Dimetilsulfóxido – CAS: 67-68-5 Invitrogen), e a leitura da absorbância foi realizada 

em espectrofotômetro (Uniscience) a 550 nm.  

Este ensaio também foi realizado com doxorrubicina - DXR (Adriamycin, CAS: 

2314-92-8) em diferentes concentrações: 48,8; 97,6; 195,3; 390,6; 781,2; 1562,5; 

3125; 6250; 12500; 25000; 50000 ng/mL, em tratamentos de 24 horas em meio sem 

soro bovino fetal, a fim de determinar uma concentração não citotóxica deste 

composto para ser utilizada nos ensaios posteriores. 

 

2.3 Curva de proliferação celular 

Aproximadamente 2,5x104 células foram semeadas por poço em placa de 

cultura de 24 poços contendo 2 mL de meio de cultura completo, sendo realizados 

tratamentos com os imunossupressores, além dos controles positivo (doxorrubicina – 

750 ng/mL) e negativo (PBS). Após o tempo de cultivo de 24, 48, 72, 96 ou 120 

horas, as células foram tripsinizadas e contadas na Câmara de Neubauer.  

Além da construção da curva de proliferação celular por meio da contagem de 

células, uma nova curva foi feita, baseada na determinação da quantidade de 

proteínas totais conforme proposto por Lopes et al. (20). Após a retirada de uma 

alíquota (20 µL) para a contagem das células, as placas foram novamente incubadas 

por 90 minutos para a adesão celular. Após este período as proteínas foram 

extraídas com ácido tricloroacético (TCA) 5% durante 15 minutos e coradas por 30 
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minutos com azul de bromofenol 1% diluído em ácido acético 1%. As células 

aderidas na placa foram lavadas três vezes com água destilada, para remover o 

excesso de corante e as células não viáveis. A placa foi vertida em papel absorvente 

para secagem e em seguida foram adicionados 400 µL de Tris base (10 mM) para 

extração da cor. A solução de Tris foi transferida para uma placa de 96 poços para a 

determinação da absorbância a 550 nm em espectrofotômetro (Uniscience).  

 

2.4 Ensaio do Cometa 

O ensaio do cometa foi realizado seguindo o protocolo descrito por Singh et 

al. (21). Aproximadamente 0,5x106 células foram semeadas por poço, em placas de 

24 poços, e estabilizadas por 24 horas com meio completo. Após este período as 

células foram tratadas com os imunossupressores por 3 ou 24 horas em meio sem 

soro, tripsinizadas e centrifugadas por 5 minutos a 64,4 g. Todos os tratamentos 

foram realizados em triplicata. 

Desta suspensão celular foram retiradas duas alíquotas, uma para avaliação 

da citotoxicidade pelo ensaio de exclusão com Azul de Tripan e outra para a 

realização do ensaio do cometa. 

 Para avaliar a citotoxicidade 10 µL da suspensão celular foram 

homogeneizados com 10 µL da solução de Azul de Tripan (CAS: 72-571, Acros) na 

concentração de 0,04% e realizada a contagem de 200 células por tratamento, 

calculando-se a porcentagem de células viáveis (não coradas) e não viáveis 

(coradas em azul), conforme recomendado por Barile (22). 

Para a realização do ensaio do Cometa, 20 µL da suspensão celular foram 

homogeneizados com 120 µL de agarose de baixo ponto de fusão 0,5% (low melting 

point – LMP) e aplicada em lâminas pré preparadas com uma camada de agarose 

normal 1,5% (normal melting poin - NMP). As lâminas foram colocadas em solução 

de lise alcalina (2,5 M NaCl; 100 mM ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA); 10 

mM Tris; 10% DMSO; 1% Triton X-100, pH 10) a 4ºC por 90 minutos. Em seguida as 

lâminas foram incubadas por 20 minutos em tampão de eletroforese (0,3 M NaCl; 1 

mM EDTA, pH 13) (4ºC)  para a desnaturação e então submetidas à eletroforese 

(0,78V/cm; 300mA) por igual período. Após a corrida as lâminas foram neutralizadas 

(Tris 0,4 M; pH 7,5) por 5 minutos, repetindo-se três vezes esta etapa, e fixadas em 

álcool etílico por 5 minutos. As lâminas foram conservadas a 4°C e, antes da 

análise, foram coradas individualmente com 45 µL de GelredTM (CAS:76544-02-0, 
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Biotium) 10000 X diluído em solução de NaCl 0,1M para a obtenção de uma 

concentração final de 30 X e analisadas em microscópio de fluorescência (Nikon), 

com filtro de excitação de 450-490nm e filtro de emissão (barreira) de 515 nm, em 

objetiva de 40x.  

O critério utilizado para a quantificação dos danos no DNA foi baseado em 

observações visuais do tamanho da cauda em relação ao nucleóide segundo 

Kokayashi et al. (23), sendo atribuído um valor numérico para cada classe de 

migração, que variou de classe 0 para nucleóides com ausência de danos a classe 3 

com dano máximo. A frequência de células danificadas foi calculada pela somatória 

do número de células com dano (classe 1 a 3) dividido pelo total de células 

contadas. O escore total foi calculado para cada tratamento de acordo com (24), 

multiplicando-se o número de nucleóides observados em cada classe, representado 

na fórmula por n, pelo valor da classe correspondente (0, 1, 2, 3).  

 

 

 

                         

 

 

2.5 Teste do micronúcleo com bloqueio de citocinese (CBMN) 

O protocolo utilizado para o teste do micronúcleo com bloqueio de citocinese 

se baseou no descrito por Fenech e Morley (25).  

Foram semeadas 106 células da linhagem MRC-5 em frascos de cultura de 25 

cm3, incubadas para estabilização por 24 horas em meio completo. Ao final da 

estabilização o meio foi substituído por meio sem soro e as células foram expostas 

por 24 horas a quatro diferentes concentrações de cada imunossupressor, PBS 

como controle negativo e doxorrubicina (100 ng/mL) como controle positivo. Após 

este período o meio sem soro bovino fetal foi substituído por meio completo e 

adicionada citocalasina B (CAS: 14930-96-2, Acros) na concentração de 4,5 µg/mL 

por 30 horas. Ao término deste período as culturas foram lavadas com PBS, 

tripsinisadas (500 µL a 0,0625% Trypsin-EDTA - Gibco) e as suspensões celulares 

foram centrifugadas a 64,4g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e 



49 

adicionados ao sedimento celular 1,5 mL de solução hipotônica (citrato de sódio 1%) 

a 37 oC e incubado por 12 minutos com subsequente adição de 25 µL de formol 5%. 

As culturas foram novamente centrifugadas a 64,4g por 5 minutos e a fixação 

das células foi realizada com 3 mL de fixador Carnoy (metanol/ácido acético 3:1) 

recém preparado e repetida esta última etapa por mais 2 vezes.  

Após a fixação, as lâminas foram preparadas e coradas com corante Giemsa 

(Merck®) 5 % diluído em tampão fosfato (Na2HPO4 0,06M e KH2PO4 0,06M – pH 

6,8), por 8 minutos, lavadas com água destilada e secas a 25 oC. A análise das 

lâminas foi realizada em microscopia de luz visível (Nikon Eclipse E200), com 

objetiva de 40X, sendo analisadas por tratamento 3000 células binucleadas com 

citoplasma integro, seguindo-se os critérios descritos por Fenech (26). 

 

2.6 Índice de divisão nuclear (IDN) 

Foram analisadas 500 células com citoplasma preservado em cada repetição 

experimental, utilizando-se microscópio de luz visível (Nikon Eclipse E200), com 

aumento de 40X, sendo anotados os números de células que continham 1, 2, 3 ou 4 

núcleos. O IDN foi calculado de acordo com Eastmond e Tucker (27):  

 

 

 

Onde: M1 a M4 = número de células com 1, 2, 3 ou 4 núcleos, 

respectivamente. N = número total de células contadas (500). 

 

2.7 Análise estatística  

Para os dados obtidos no ensaio do MTT foram utilizados os testes não-

paramétricos Kruskal-Wallis/Dunn (p ≤ 0,05). Para os dados obtidos nos ensaios de 

genotoxicidade e mutagenicidade foram utilizados os testes paramétricos ANOVA 

seguido do teste de Tukey (p ≤ 0,05). O teste de Tendência Linear foi realizado 

utilizando-se os valores médios obtidos nos ensaios do cometa (escore), 

micronúcleo e índice de divisão nuclear. As análises foram realizadas por meio do 

Programa GraphPad InStat (versão 3.05 GraphPad Software, Inc.).  
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3. RESULTADOS 

3.1 Levantamento das concentrações plasmáticas 
A partir de levantamentos efetuados das concentrações plasmáticas dos 

imunossupressores em pacientes transplantados do Instituto do Rim de Londrina 

(PR – Brasil), estas concentrações foram classificadas em 4 grupos, como 

demonstrado na Tabela 2. Foi observado que, embora as concentrações destes 

medicamentos no plasma dos pacientes transplantados sejam extremamente 

variadas, na maioria dos pacientes são detectadas as menores concentrações 

plasmáticas de ambas as drogas.  

 

3.2 Ensaio de citotoxicidade 

Como demonstrado na Figura 1, houve uma diminuição da viabilidade das 

células MRC-5 expostas às maiores concentrações (1520, 2280 e 3420 ng/mL) de 

ciclosporina (Figura 1A) a partir de 48 horas de exposição e às concentrações iguais 

ou maiores a 20 ng/mL de tacrolimo (Figura 1B) a partir de 72 horas de exposição.  

No ensaio do MTT realizado com a doxorrubucina (Figura 2) nenhuma das 

concentrações testadas apresentou atividade citotóxica. Desta forma, a 

concentração de 750 ng/mL foi escolhida para realização dos experimentos 

posteriores, exceto no ensaio do micronúcleo, onde foi utilizada a concentração de 

100 ng/mL devido à ação citostática apresentada pela doxorrubicina na 

concentração de 750 ng/mL sobre as células MRC-5 (Figura 3). 

 

3.3 Curva de proliferação celular 

A Figura 3 mostra as curvas de crescimento por número de células (Figura 

3A) e quantidade de proteínas totais (Figura 3B) obtidas após tratamento das células 

MRC-5 com três diferentes concentrações de ciclosporina (135, 300 e 675 ng/mL) e 

tacrolimo (8, 16, 24 ng/mL) e respectivos controles positivo (DXR) e negativo (PBS).  

A realização das curvas de proliferação celular tanto pela contagem do 

número de células quanto pela quantidade de proteínas totais demonstrou que as 

concentrações dos imunossupressores avaliadas não causaram citotoxicidade e não 

inibiram o crescimento celular, em nenhum dos tempos de tratamento. 
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3.4 Ensaio do Cometa 

Apenas a maior concentração de ciclosporina (1520 ng/mL) avaliada em 

células MRC-5 por 3 horas apresentou atividade genotóxica, com escore 

estatisticamente semelhante ao observado para o agente indutor de danos, a 

doxorrubicina. Efeito genotóxico também foi observado quando as células foram 

expostas por 24 horas às concentrações de ciclosporina de 675 e 1520 ng/mL sendo 

o escore obtido com o tratamento com 1520 ng/mL novamente semelhante ao 

controle positivo (Tabela 3). Foi observada ainda uma tendência significativa de 

aumento dos escores médios obtidos, sendo este aumento dose-dependente, tanto 

no tratamento de 3 horas (F = 48,9554; P < 0,0001) quanto no de 24 horas (F = 

69,1518; P < 0,0001).  

A exposição das células MRC-5 ao tacrolimo em ambos os tempos de 

tratamento demonstrou que as concentrações de 16, 24 e 32 ng/mL apresentaram 

atividade genotóxica (Tabela 3). Os valores de escore médio obtidos neste ensaio 

mostraram uma tendência significativa de aumento dose-dependente, no tratamento 

de 3 horas (F = 51.8299; P = 0,0001) e de 24 horas (F = 12.0460; P = 0,0046). 

No ensaio de exclusão com azul de tripan, realizado concomitantemente ao 

ensaio do cometa, foi observada viabilidade celular superior a 90% nas células 

MRC-5 tratadas com diferentes concentrações dos imunossupressores e também 

para os grupos controle em ambos os tempos de tratamentos.  

 

3.5 Ensaio do Micronúcleo e Índice de Divisão Nuclear 

Apenas a maior concentração de ciclosporina (1520 ng/mL) aumentou 

significativamente a frequência de micronúcleos em relação ao controle negativo, 

enquanto que as células tratadas com tacrolimo apresentaram efeitos mutagênicos 

nas duas maiores concentrações avaliadas (24 e 32 ng/mL). Estes resultados 

indicaram uma tendência linear estatisticamente significativa de dose-resposta no 

tratamento com ciclosporina (F = 37.5037; P < 0,001) e no tratamento com o 

tacrolimo (F = 53.5808; P < 0,0004). 

Os dados obtidos pelo índice de divisão nuclear (IDN) indicaram que, tanto os 

imunossupressores estudados, quanto a DXR, não promoveram alterações na 

proliferação celular em nenhuma das concentrações avaliadas, conforme 

demonstrado na Tabela 5. 
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4. DISCUSSÃO 

Os pacientes pós-transplante fazem uso de medicamentos 

imunossupressores para diminuir a resposta do sistema imunológico. Entretanto, é 

observada uma grande variação das concentrações destes medicamentos no 

plasma destes indivíduos atribuída a diferenças interindividuais na absorção dos 

mesmos. O tempo de transplante também interfere nas concentrações plasmáticas, 

pois, logo após a realização deste, o paciente geralmente faz uso de uma 

quantidade maior de imunossupressores. Com o passar do tempo as concentrações 

plasmáticas são diminuídas de acordo com a resposta do paciente com o objetivo de 

serem mantidas as menores concentrações do medicamento capazes de evitar a 

rejeição e de minimizar os efeitos adversos (28). 

Como esses medicamentos são considerados “drogas de dose crítica”, ou 

seja, em baixas concentrações podem não ser suficientes para inibir a rejeição, 

enquanto que em concentrações elevadas resultam em efeitos tóxicos, se faz 

necessário um monitoramento constante de suas concentrações plasmáticas (8), 

com o objetivo de manter as menores concentrações associadas ao estado clínico 

desejado, individualizando a posologia dos pacientes e otimizando a resposta 

farmacológica (29). 

No presente estudo o ensaio do MTT foi realizado com o intuito de escolher 

as concentrações a serem utilizadas nos ensaios subsequentes com as células 

MRC-5. Estas foram tratadas com 11 diferentes concentrações de cada um dos 

medicamentos imunossupressores por 24 horas. No entanto, além deste tempo 

tradicionalmente empregado para a avaliação da viabilidade celular, as células 

também foram submetidas a tratamentos de 48, 72, 96 e 120 horas, com o objetivo 

de se avaliar o potencial citotóxico das drogas em maiores tempos de exposição, já 

que estes medicamentos são utilizados de forma crônica na terapêutica. O que se 

observou foi uma redução significativa da viabilidade celular a partir de 48 horas de 

tratamento com as três maiores concentrações de ciclosporina e a partir de 72 horas 

com as cinco maiores concentrações de tacrolimo. Em ambos os casos as 

concentrações não haviam sido citotóxicas no tratamento de 24 horas. Portanto, tais 

efeitos citotóxicos não teriam sido detectados se tivéssemos empregado apenas os 

tempos convencionais de 3 e 24 horas de tratamento. A realização do MTT com 

maiores tempos de exposição aos medicamentos imunossupressores também nos 

permitiu demonstrar uma relação dose-tempo-dependente, já que maiores tempos 
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de exposição resultaram em diminuição da viabilidade celular nas maiores 

concentrações avaliadas. 

No ensaio de exclusão por azul de tripan, realizado previamente ao ensaio do 

cometa, foi observado que, após 3 e 24 horas de exposição das células MRC-5 à 

ciclosporina e ao tacrolimo, a viabilidade celular foi superior a 90%. Segundo a 

OECD Guideline 487 (30), neste ensaio a viabilidade celular tem de ser superior a 

80%, pois uma elevada citotoxicidade pode induzir resultados que não refletem com 

precisão a genotoxicidade induzida pelo composto avaliado.  

A realização das curvas de proliferação celular confirmou que as 

concentrações avaliadas realmente não causaram citotoxicidade e não inibiram o 

crescimento celular. Porém, observamos que a DXR (controle positivo), embora não 

tenha apresentado efeito citotóxico no ensaio do MTT e no teste de viabilidade pelo 

azul de tripan, apresentou um efeito citostático na concentração de 750 ng/mL, já 

que não permitiu o aumento do número de células e da concentração de proteínas 

totais na curva de crescimento. 

Devido a este efeito citostático apresentado pela doxorrubicina sobre as 

células MRC-5, utilizamos concentrações menores para a realização do ensaio do 

micronúcleo, já que este ensaio é dependente de divisão celular. Assim, as 

concentrações de 500, 250 e 100 ng/mL foram testadas, sendo observado que na 

concentração de 100 ng/mL, a doxorrubicina, permitiu a divisão celular e induziu 

danos no DNA.  

As células MRC-5 quando avaliadas pelo ensaio de genotoxicidade 

demonstraram uma maior sensibilidade à ação dos imunossupressores do que 

quando avaliadas pelo ensaio do micronúcleo. Como os danos no DNA observados 

no ensaio do cometa são passiveis de reparo (31), possivelmente os danos 

causados pelas menores concentrações dos imunossupressores foram reparados e 

não resultaram na formação de micronúcleos. 

Nossos resultados sobre a mutagenicidade da ciclosporina não corroboram o 

trabalho realizado por Oliveira et al. (1), que avaliaram os efeitos mutagênico e 

citotóxico da ciclosporina nas concentrações de 100 a 2000 ng/mL. Os autores 

observaram aumento significativo da frequência de MN nas culturas tratadas com 

concentrações entre 200 e 400 ng/mL, enquanto que no presente trabalho a indução 

de micronúcleos pela ciclosporina foi observada apenas na concentração de 1520 

ng/mL. No entanto, o presente estudo confirmou os dados obtidos por estes mesmo 
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autores no teste de IDN em que não foram encontradas diferenças entre os valores 

dos grupos tratados com imunossupressores e do grupo controle negativo. 

O efeito mutagênico do tacrolimo nas concentrações de 24 e 32 ng/mL 

observado no presente estudo em células MRC-5 corrobora os achados de Oliveira 

et al.(1) e Kurtoglu e Yuksel (32) em estudos com linfócitos humanos. Estes autores 

ainda descreveram efeito mutagênico de concentrações maiores de tacrolimo (40, 50 

e 100 ng/mL). Deve-se ressaltar que tais concentrações não foram avaliadas no 

presente estudo por não terem sido detectadas no plasma dos pacientes 

entrevistados. Os estudos acima citados obtiveram, ainda, resultados positivos no 

teste do micronúcleo para as concentrações de 5 e 10 ng/mL, dados estes não 

confirmados no presente estudo, já que as concentrações de 8 e 16 ng/mL não 

induziram micronúcleos nas células MRC-5. Estes resultados distintos podem ser 

decorrentes da utilização de diferentes tipos celulares como sistema teste. 

Sob as condições do presente estudo observamos que as maiores 

concentrações de ciclosporina (675 e 1520 ng/mL) observadas no plasma de cerca 

de 10% dos pacientes transplantados renais, e as concentrações de tacrolimo de 16, 

24 e 32 ng/mL, observadas em 12% dos pacientes, apresentaram efeitos 

genotóxicos e mutagênicos em células humanas normais (MRC-5), o que pode 

contribuir para a maior incidência de câncer nestes pacientes após longo período de 

imunossupressão. 

Dados sobre o índice de divisão nuclear de células tratadas com tacrolimo 

são contraditórios. Oliveira et al. (1) não observaram alterações significativas no IDN 

de linfócitos submetidos a tratamento com concentrações de 5 a 40 ng/mL de 

tacrolimo, enquanto Kurtoglu e Yuksel (32) observaram diminuição deste parâmetro 

nas células submetidas a concentrações de 25 a 100 ng/mL. Nossos resultados 

corroboram os achados de Oliveira et al. (1), pois não foi observada atividade 

citotóxica do tacrolimo sobre células MRC-5 no teste do IDN. Os resultados da curva 

de proliferação (Figura 2) reforçam este dado, pois a proliferação das células MRC-5 

não foi alterada com a exposição ao tacrolimo. 

Não foram encontrados na literatura trabalhos que avaliaram a ação dos 

imunossupressores ciclosporina e tacrolimo em outros tipos celulares humanos in 

vitro. No entanto, a investigação dos possíveis potenciais genotóxicos e mutagênicos 

sobre outros tipos celulares é fundamental, já que estes medicamentos são 

dispersos pela corrente sanguínea e entram em contato com diferentes tipos 
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celulares. Assim, o conhecimento dos efeitos destes medicamentos sobre outras 

células se faz necessário, já que há uma maior incidência de câncer de pulmão, 

cólon, próstata, estômago, pâncreas, ovário, mama, testículo, bexiga, rim, pele, 

tumores cervicais e vulvovaginal nos indivíduos transplantados em comparação com 

a população em geral (16). 

Os resultados do presente estudo sugerem que os imunossupressores sejam 

administrados aos pacientes transplantados nas menores concentrações possíveis e 

mantidos em concentrações plasmáticas menores que 300 ng/mL de ciclosporina e 8 

ng/mL de tacrolimo, de modo a manter o estado clínico desejado sem acarretar 

acúmulo de mutações e possível surgimento de neoplasias.  
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Tabela 1 - Levantamento das concentrações plasmáticas dos imunossupressores 
ciclosporina e tacrolimo em pacientes transplantados renais de Londrina 
(PR – Brasil). 

Imunossupressores N0 de 
pacientes 

Concentração 
mínima (ng/mL) 

Concentração 
máxima (ng/mL) 

Média  
(ng/mL) 

     

Ciclosporina  231    6  1520,2 279,6 

Tacrolimo 336 0,6         44      10 

Total 567    

 

Tabela 2 -  Classificação de pacientes transplantados renais, tratados no Instituto 
do Rim da cidade de Londrina, quanto às concentrações plasmáticas 
de ciclosporina e tacrolimo. 

Imunossupressores Concentrações  
(ng/mL) 

N0 de pacientes (%) 

   
     6,0 -  135   104  (45,02) 
Ciclosporina 135,1 -  300   59  (25,54) 
 300,1 -  675   43  (18,61) 
 675,1 -1520   25  (10,82) 

 
   
   0,6   -     8 150   (44,64) 
Tacrolimo   8,1   -   16 145   (43,15) 
   16,1 -   24   35   (10,41) 
   24,1 -   44     6   (1,78) 
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Figura 1-  Viabilidade das células MRC-5 obtidas no ensaio do MTT após 24, 48, 
72, 96 ou 120 horas de exposição a 11 diferentes concentrações de 
ciclosporina (A) e tacrolimo (B). 

 A)

 

 

As barras representam valores médios ± desvio padrão de 7 replicatas.  
CN: Controle negativo.  
* Valores estatisticamente diferentes do CN (p < 0,05) no teste de Kruskal-
Wallis/Dunn. 

.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

*

*
**

B) 
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Figura 2 -  Viabilidades das células MRC-5 obtidas no ensaio do MTT após 24 
horas de exposição a 11 diferentes concentrações de doxorrubicina.  

 

As barras representam valores médios ± desvio padrão de 7 replicatas.  
CN: Controle negativo.  
 

Figura 3 -  Curva de proliferação de células MRC-5 tratadas com A) ciclosporina e 
B) tacrolimo e seus respectivos controles negativo (PBS) e positivo 
(DXR).  

A1)                                                       A2)                                                                                      
                                         

 
 
B1)                                           B2)   
           

      
CN: Controle negativo (PBS), DXR: Doxorrubicina (750 ng/mL).A1 e B1: curvas por contagem de número de célulasA2 e B2: 
curvas por quantificação de proteínas totais 
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Tabela 3 -  Escore e frequência de danos no DNA obtidos no ensaio do cometa 
após 3 ou 24 horas de tratamento de células MRC-5 com quatro 
diferentes concentrações de ciclosporina. 

 

CN: controle negativo (PBS). DXR: Doxorrubicina – controle positivo. X±SD= média ± desvio 
padrão. 
Valores seguidos de mesma letra não diferem estatisticamente entre si em nível de 5% de 
significância pelo teste ANOVA seguido de Tukey. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
TRATAMENT
OS 
(ng/mL) 

Classes de Danos  
 

0 1 2 3 
Escore  
(X ± SD) 

Frequên
cia de 
danos 
(X ±SD) 

        
 

          CN 
53,67±
9,50 

38,67±
8,14 

6,33±
2,08 0,55±0,10 

0,55±0,0
9a 

0,46±0,0
9a 

        
 

DXR 
75
0  

28,00±
12,77 

33,33±
3,06 

26,67
±5,51 

12,00±6,2
4 

1,22±0,2
7b 

0,72±0,1
3b 

        
3 horas 

 
13
5 

54,67±
8,39 

33,33±
9,71 

10,33
±1,53 1,67±1,15 

0,59±0,0
7a 

0,45±0,0
8a 

 
 

30
0 

53,33±
8,33 

31,00±
5,57 

12,67
±1,00 3,00±1,00 

0,65±0,1
2a 

0,47±0,0
8 a 

 Ciclospo
rina 

67
5 

36,00±
8,89 

41,33±
12,58 

16,33
±3,06 6,33±2,31 

0,93±0,0
3a,b 

0,64±0,0
9 a,b 

 
 

15
20 

3,33±3,
21 

48,00±
2,65 

29,00
±3,61 

19,67±2,5
2 

1,65±0,0
5c 

0,97±0,0
3c 

        
        
 

          CN 
91,67±
1,53 

8,33±1,
53 

0,00±
0,00 0,00±0,00 

0,08±0,0
2a 

0,08±0,0
2a 

        
 

DXR 
75
0  

30,00±
17,09 

41,33±
13,65 

18,33
±4,16 

10,33±3,2
1 

1,09±0,2
1b,d 

0,70±0,1
7b,d 

        
24 horas 

 
13
5 

84,00±
8,19 

16,67±
8,02 

0,00±
0,00 0,00±0,00 

0,17±0,0
8a 

0,17±0,0
8a,c 

 
 

30
0 

56,00±
16,09 

40,33±
17,67 

4,67±
1,53 0,00±0,00 

0,50±0,1
6a,c 

0,45±0,1
7b,c 

 Ciclospo
rina 

67
5 

31,00±
1,73 

54,33±
6,03 

13,00
±4,58 1,67±0,58 

0,85±0,0
4b,c 

0,69±0,0
2 b 

 
 

15
20 

15,33±
18,34 

40,67±
11,85 

23,00
±1,00 

21,00±8,0
0 

1,50±0,3
3d 

0,85±0,1
8d 
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Tabela 4: Escores e frequências de danos no DNA obtidos no teste do Cometa após 
3 e 24 horas de tratamento de células MRC-5 com quatro diferentes 
concentrações de tacrolimo. 

 

PBS (phosphate saline buffer): controle negativo. DXR: Doxorrubicina – controle positivo. 
X±SD= média ± desvio padrão 
Valores seguidos de mesma letra não diferem estatisticamente entre si em nível de 5% de 
significância pelo teste ANOVA seguido de Tukey. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 TRATAMENTO
S 
(ng/mL) 

Classes de Danos  

 
0 1 2 3 

Escore 
(X±SD) 

Frequênci
a de 
danos 

        
      PBS 88,00±8,

00
12,00±8,
00

0,00±0,00 0,00±0,
00

0,12±0,08a 0,12±0,08a

        

       DXR  75
0

25,67±7,
23

47,00±5,
57

18,33±3,7
9

7,67±2,
08

1,07±0,15b 0,73±0,10b

        

3 horas  8 69,00±2,
65

30,33±3,
06

0,67±0,58 0,00±0,
00

0,32±0,02a

c
0,31±0,03c 

 

Tacrolimo  

16 60,00±9,
17

34,33±3,
79

4,00±4,36 1,67±2,
08

0,47±0,17c 0,40±0,09c 

 24 31,33±2,
31

44,00±5,
57

18,33±3,2
1

5,67±2,
31

0,98±0,06b 0,68±0,02b

 32 32,00±1,
00

50,67±5,
69

12,33±3,2
1

5,00±4,
58

0,90±0,09b 0,68±0,01b

        

        
       PBS 81,00±8,

00
18,67±8,
02

0,33±0,58 0,00±0,
00

0,19±0,08a 0,19±0,08a

        

      DXR 75
0

11,67±15
01

40,67±8,
74

34,33±16,
77

13,33±
6 81

1,49±0,42b 0,88±0,15b

        

24 horas  8 44,00±12
77

44,00±7,
81

10,67±6,1
1

1,33±0,
58

0,69±0,18a

c
0,56±0,13c 

  16 36,33±4,
04

51,00±4,
58

9,33±2,08 3,33±1,
53

0,80±0,05c 0,64±0,04b

c
 

Tacrolimo 
24 25,33±10

07
60,33±5,
51

11,67±1,1
5

3,67±3,
79

0,95±0,16b

c
0,76±0,09b

c
 32 17,13±5,

13
55,33±0,
58

16,67±3,5
1

10,67±
3 79

1,21±0,14b 0,83±0,05b

c
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Tabela 5 -  Frequência de células micronucleadas (MN) e índice de divisão nuclear 

(IDN) obtidos na determinação de mutagenicidade de quatro diferentes 
concentrações de ciclosporina e tacrolimo na linhagem celular MRC-5 
após 24 horas de exposição.  

 
Imunossupress
ores 

 
Tratame
ntos 
(ng/mL) 

Frequência de MN 
(1000 cél/repet.) 

Repetições 

  IDN 
(500 céls/repet.) 

Repetições 

 

  I II III X±SD  I II III X±S
D 

           

 CN 12 16 17 15,00±2,64a  1,706 1,468 1,602 1,59
±0,1
1 

           

 DXR  74 96 114 94,66±20,0b  1,562 1,450 1,552 1,52
±0,0
6 

           

Ciclosporina  135 12 17 17 17,33±2,88a  1,62 1,636 1,586 1,61
±0,0
2 

  300 19 16 20 18,33±2,08a  1,592 1,590 1,600 1,59
±0,0
0 

  675 17 22 22 20,33±2,88a  1,598 1,492 1,528 1,53
±0,0
5 

 1520 34 28 26 29,33±4,16c  1,634 1,546 1,514 1,56
±0,0
6 

           

 CN 18 15 13 15,33±2,51a  1,568 1,538 1,578 1,56
±0,0
2 

           

 DXR  98 111 74 94,33±18,77b  1,574 1,562 1,498 1,54
±0,0
4 

           

Tacrolimo 8 19 16 16 17,00±1,73a  1,552 1,568 1,594 1,57
±0,0
2 

 16 24 19 20 21,00±2,64a  1,510 1,564 1,596 1,55
±0,0
4 

 24 19 25 24 22,66±3,21c  1,584 1,528 1,588 1,56
±0,0
3 

 32 27 32 30 29,66±2,51c  1,550 1,525 1,574 1,54
±0,0
2 

           
CN: Controle Negativo (PBS - phosphate saline buffer). DXR: Doxorrubicina (100 ng/mL). X±SD= 
média ± desvio padrão 
Valores seguidos de mesmas letras não diferem estatisticamente entre si em nível de 5% de 
significância pelo teste ANOVA seguido de Tukey 
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RESUMO 

A imunossupressão em pacientes transplantados vem sendo relacionada com 

maior risco de desenvolvimento de câncer de pele. Entretanto, a real contribuição de 

cada imunossupressor para o desenvolvimento de processos tumorais permanece a 

ser descrita devido ao fato dos regimes terapêuticos envolverem combinações de 

dois, três e ocasionalmente quatro medicamentos e também à variabilidade 

individual de respostas farmacológicas. Desta forma, este trabalho teve como 

objetivo determinar a citotoxicidade dos imunossupressores ciclosporina e tracolimo 

em linfócitos humanos normais isolados de diferentes indivíduos e avaliar o efeito de 

concentrações não citotóxicas dessas drogas na expressão de genes relacionados 

ao câncer. O ensaio do MTT mostrou que até concentrações igual ou menores que 

135 ng/mL de ciclosporina e 20 ng/mL de tacrolimo não diminuiram 

significativamente a viabilidade celular em nenhum dos indivíduos avaliados. Além 

disso, foram evidenciadas diferenças na viabilidade celular entre os indivíduos 

estudados, tanto em função do imunossupressor, como das concentrações em 

questão. As análises de expressão gênica por RT-qPCR revelaram que a 

ciclosporina aumentou a expressão do gene CYLD em 1,507 vezes (p ≤ 0,001) na 

concentração de 135 ng/mL e negativamente o gene XPC em 2,227 vezes (p ≤ 

0,001) na concentração de 90 ng/mL no indivíduo 1. Para o indivíduo 2, a 

concentração de 12 ng/mL de tacrolimo diminuiu a expressão de RNA do gene XPC 

em 11,49 vezes (p < 0,05). Nossos resultados mostraram que as respostas em 

relação aos medicamentos e às doses testadas foram indivíduo dependentes e que 

os genes expressos diferencialmente podem ser utilizados como novos parâmetros 

de seleção de terapias imunossupressoras adequadas a cada indivíduo. 

 

Palavras chave: ciclosporina, tacrolimo, linfócitos humanos, gene XPC, geneCYLD. 
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INTRODUÇÃO 

Nos últimos anos, a compreensão dos mecanismos moleculares e o 

desenvolvimento de novas drogas e terapias imunossupressoras tem proporcionado 

melhorias significativas na evolução clínica de pacientes transplantados. Entretanto, 

apesar destes avanços, o monitoramento permanente dos níveis da maioria das 

drogas imunossupressoras para reduzir o risco de rejeição do enxerto, bem como a 

toxicidade induzida pelas mesmas ainda se faz necessário (1).   

Um dos grandes problemas para o sucesso da terapia medicamentosa é a 

variabilidade de respostas farmacológicas entre indivíduos frente a um determinado 

delineamento terapêutico. Estas respostas podem ser mais ou menos efetivas, não 

proporcionarem efeito significativo algum e, em piores instâncias, desencadearem 

reações adversas de acordo com o paciente em questão (2, 3). 

Entre os efeitos não desejados de terapias imunossupressoras está o 

reconhecido aumento do risco de câncer, principalmente o de pele, após longos 

períodos de imunossupressão (4-8). Em pacientes transplantados submetidos a 

terapias com os imunossupressores ciclosporina e tacrolimo este risco chega a ser 

65 a 250 vezes maior quando comparado com a população em geral (9, 10).  

Apesar destas constatações, é difícil vislumbrar a real contribuição de cada 

imunossupressor para o desenvolvimento de processos tumorais devido ao fato dos 

regimes terapêuticos envolverem combinações de dois, três e ocasionalmente 

quatro medicamentos (4). 

Embora ainda não esclarecidos, há dois mecanismos pelos quais os 

imunossupressores podem contribuir para o desenvolvimento do câncer de pele: o 

comprometimento do sistema imune (imunovigilância) e o efeito oncogênico direto 

(4). A elucidação destes mecanismos é fundamental para o desenvolvimento de 

novos parâmetros que auxiliem no prognostico, diagnostico e ou conduta terapêutica 

para este tipo de neoplasia, em pacientes transplantados.  

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a expressão de 

genes reconhecidamente envolvidos em processos tumorais, dentre estes os 

supressores tumorais CYLD (cylindromatosis - turban tumor syndrome) e TP53 

(Tumor protein p 53), os proto-oncogenes CCND1 (cyclin D1) e MYC 

(myelocytomatosis viral oncogene) e o gene de reparo XPC (xeroderma 
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pigmentosum, complementation gruop C), em cultura de linfócitos primários isolados 

de diferentes indivíduos submetidas a concentrações não citotóxicas dos 

imunossupressores, ciclosporina e tacrolimo, Com isso, pretende-se ampliar o 

conhecimento sobre os mecanismos de ação destas drogas e contribuir para a 

adoção de terapias adequadas para cada indivíduo. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Obtenção e cultura de linfócitos primários humanos 

Foram selecionados para o estudo três indivíduos do sexo masculino, na faixa 

de 20 a 30 anos, sem histórico de doenças recentes, não fumantes, não etilistas, 

que não faziam uso de nenhuma medicação e sem exposição recente à radiação e a 

praguicidas. Após a aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 

Humanos da Universidade Estadual de Londrina, sob o parecer CEP/UEL: 004/2010, 

CAAE: 0211.0.268.000-09, os três voluntários selecionados assinaram um termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido. Em seguida 10 mL de sangue periférico foram 

obtidos de cada um por punção intravenosa com agulhas e tubos vacuntainer 

descartáveis, contendo ácido etileno-diamino-tetracético (EDTA 6%). 

Para o isolamento dos linfócitos primários foi utilizado o reagente Ficoll-

Paque®1077 (Sigma-Aldrich) de acordo com a técnica descrita por Boyum (11). Os 

linfócitos foram cultivados em meio de cultura RPMI 1640 (GibcoTM), contendo 2,0 

g/L de NaHCO3 (MERCK), 25 mM de HEPES (Sigma-Aldrich), 0,06 g/L de penicilina 

G (Sigma-Aldrich), 0,10 g/L de sulfato de estreptomicina (Sigma-Aldrich), 10% de 

soro bovino fetal (GibcoTM) e 2% de fitohemaglutinina A (GibcoTM). 

 

Viabilidade Celular pelo Ensaio do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil 

brometo tetrazólico) 

O ensaio do MTT foi realizado para avaliar a viabilidade dos linfócitos de cada 

indivíduo mediante exposição a 11 diferentes concentrações de cada um dos 

medicamentos imunossupressores. Para a ciclosporina (SANDIMMUN®, Novartis 

Farma - CAS 59865-13-3) as concentrações testadas foram de 60, 90, 135, 300, 

450, 675, 1100, 1520, 2280 e 3420 ng/mL e para o tacrolimo (CAS: 109581-93-3 

Sigma-Aldrich – St. Louis- USA) foram de 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 e 36 
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ng/mL. Ambas as drogas foram dissolvidas conforme recomendações do fabricante 

e posteriormente diluídas em PBS (phosphate saline buffer) para a obtenção das 

concentrações desejadas. 

Este ensaio foi realizado em placas de 96 poços, seguindo o protocolo 

descrito por Mosmann (12) com algumas modificações. Foram semeadas 5x104 

células por poço. As placas foram submetidas a uma incubação inicial de 24 horas a 

37°C sob atmosfera de 5 % de CO2 e 95 % de umidade, para estabilização celular. 

Após este período, sete replicatas de cada tratamento com as diferentes 

concentrações dos imunossupressores foram realizadas sob as mesmas condições 

de incubação descritas anteriormente. Decorrido o período de 24 horas, foi 

adicionado em cada poço 50 µL da solução de MTT (Invitrogen) para obtenção da 

concentração final de 5 mg/mL em cultura. As placas foram incubadas por adicionais 

4 horas nas mesmas condições de cultivo e subsequentemente centrifugadas a 

2400 g por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e 100 µL de DMSO (Invitrogen) 

foram adicionados ao sedimento celular. Após homogeneização a leitura da 

absorbância foi realizada em espectrofotômetro (Uniscience) a 550 nm.   

Os valores de absorbância foram transformados em porcentagem de células 

viáveis, sendo a viabilidade do controle negativo (CN) considerada 100%. 

 

Quantificação de mRNA por PCR em Tempo Real (RT-qPCR) 

Após o isolamento dos linfócitos, aproximadamente 1,0x106 células foram 

semeadas em tubos Falcon de 15 mL contendo 5 mL de meio de cultura completo. 

Foram preparados 5 tubos para cada indivíduo, os quais foram submetidos a uma 

incubação inicial de 24 horas a 37°C sob atmosfera de 5 % de CO2 e 95 % de 

umidade para estabilização celular. Após este período, um tubo de cada indivíduo foi 

mantido apenas com o meio de cultura como controle negativo e os 4 tubos 

restantes tratados, respectivamente, com duas concentrações não citotóxicas de 

cada imunossupressor: 90 e 135 ng/mL de ciclosporina e 8 e 12 ng/mL de tacrolimo. 

A extração do RNA total foi realizada com o reagente TRIzol® Reagent 

(Invitrogen) e com o Kit Pure Link® RNA mini kit (Ambion), segundo as 

especificações do fabricante. A qualidade dos RNAs totais extraídos foi avaliada 

segundo metodologia descrita por Aranda et al. (13). 

O cDNA foi sintetizado a partir de 500 ng de RNA total, em reações de 20 µL 

de volume final, constituído de 2% de tampão de reação 10X, 1,5 mM de MgCl2, 0,5 
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mM de cada dNTP, utilizando 10 U da enzima SuperScript III e 2 U da enzima 

RNase Out. Para o anelamento foram utilizados 80 pmol de Oligo dT associados a 

25 pmol de Random Primers. Uma mistura constituída apenas por RNA, Oligo dT, 

Random Primer e dNTP foi submetida a uma pré incubação de 10 minutos a 65oC, 

seguido de choque térmico em gelo. Os demais contituintes foram adicionados e 

submetidos ao seguinte programa de reação: 2 minutos a 25oC, 49 minutos a 50 oC, 

15 minutos a 70 oC. Para minimizar variações de desempenho da transcriptase 

reversa, foram realizadas três reações distintas de síntese de cDNA para cada 

experimento, cujos produtos foram incorporados para obtenção de uma única 

mistura referente a cada amostra em sua respectiva condição de cultivo (14, 15). Os 

cDNAs sintetizados foram analisados por espectrofotometria para quantificação e 

determinação da razão em 260nm/280nm e ajustados para a concentração final de 

50 ng/µL.  

Os oligonucleotídeos iniciadores foram desenhados empregando-se o 

software Gene Runner versão 3.05 (http:/www.generunner.com). As sequências dos 

genes alvo CYLD (cylindromatosis - turban tumor syndrome), c-MYC 

(myelocytomatosis viral oncogene), TP53 (tumor protein p53), XPC (xeroderma 

pigmentosum, complementation group C) e CCND1 (cyclin D1) e do gene de 

referência GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) foram obtidas a 

partir de regiões específicas descritas e depositadas no National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), considerando-

se todos os variantes transcricionais descritos para cada gene. O programa BioEdit 

Alignment Editor versão 7.09 (16) foi utilizado para o alinhamento das variantes 

transcricionais de cada gene, determinando suas regiões conservadas para o 

desenho dos oligonucleotídeos iniciadores, descritos na Tabela 1. A especificidade 

de cada oligonucleotídeo foi avaliada com o auxílio do programa BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool, www.ncbi.nlm.nig.gov/BLAST).  

Orientações do MIQE guidelines (17) foram consideradas para os 

experimentos de RT-qPCR, sendo as reações otimizadas seguindo orientações de 

Bustin et al. (17), tais como testes de gradientes de temperaturas de anelamento. 

Estas variaram de 54°C a 60°C e permitiram definir as temperaturas que 

reproduziram a melhor eficiência de reação para os oligonucleotídeos iniciadores a 

serem utilizados. 
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Os dados referentes à expressão gênica foram obtidos por RT-qPCR, com a 

utilização do Termociclador em Tempo Real Quantica (TECHNE, Staffordshire, UK). 

Para tal, foram utilizados 10 µL do kit Platinum SYBR Green qPCR SuperMix UGG 

(Invitrogen, EUA), 2,5 pmol de cada primer (18), utilizando-se como molde 250 ng de 

cDNA de cada amostra em suas respectivas condições de tratamento. A mistura de 

reação foi submetida ao seguinte programa de amplificação: 50°C por 2 minutos; 

95°C por 2 minutos; 40 repetições de um ciclo de 94°C (desnaturação) por 20 

segundos, 58°C (anelamento) por 01 minuto, 72°C (extensão) por 15 segundos, e 

uma extensão final adicional de 72°C por 15 segundos. Todas as reações foram 

realizadas em triplicata. 

A especificidade da amplificação foi avaliada para cada amostra 

assegurando-se que apenas o produto de interesse foi amplificado em cada reação 

por meio da curva de fusão (melting curve), variando-se a temperatura de 50ºC a 

98ºC em 0,5ºC/2 segundos. O programa QUANSOFT Software (TECHNE, 

Staffordshire, UK) foi utilizado para determinação do Cq (quantification cycle) de 

cada reação e para a determinação das curvas de eficiências de amplificação 

referentes a cada par de oligonucleotídeo iniciador. 

Para a determinação da expressão relativa dos genes de interesse nas 

diferentes condições avaliadas foi utilizado o programa REST versão 2009 (Relative 

expression software tool) (QIAGEN), desenvolvido por Pfafll et al. (19), baseado em 

seu próprio modelo matemático de quantificação relativa de dados obtidos por PCR 

em tempo real (20). Os valores obtidos na situação controle (ausência de 

imunossupressores) foram utilizados como referência para comparação. Foram 

considerados apenas valores de Cq com uma variação de ± 0,5 entre as triplicatas 

de reação. 

 

Análises estatísticas 

Os dados obtidos no teste do MTT foram analisados por meio dos testes não-

paramétricos Kruskal-Wallis/Dunn (p < 0,05), utilizando-se o Programa GraphPad 

InStat (versão 3.05 GraphPad Software, Inc.). O programa REST versão 2009 

(Relative expression software tool) (QIAGEN), que utiliza o modelo estatístico 

denominado Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test, foi utilizado para 

avaliar os dados obtidos na RT-qPCR, determinando-se quais genes alvo 

apresentaram expressão diferencial (up-expressied ou down-expressied). Foram 
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considerados diferencialmente expressos quando comparados à situação controle 

os genes cuja alteração foi significativamente diferente pela análise do programa, 

considerando-se o valor de p≤0,001 ou alterações maiores de 5 vezes cujo valor de 

p<0,05.  

 

RESULTADOS 

Viabilidade celular pelo ensaio de MTT 

Os resultados do ensaio de MTT (Figura 1) mostraram que, até a 

concentração de 135 ng/mL de ciclosporina e de 20 ng/mL de tacrolimo não houve 

diminuição significativa da viabilidade celular dos linfócitos de nenhum dos 

indivíduos analisados. Nenhuma das concentrações de ciclosporina e tacrolimo 

avaliadas diminuiu a viabilidade celular do indivíduo 1. Entretanto, as concentrações 

de ciclosporina de 1100, 2280 e 3420 ng/mL para o indivíduo 2 e de 200, 450, 2280 

e 3420 ng/mL para o indivíduo 3 promoveram uma diminuição significativa na 

viabilidade celular, assim como as concentrações de 24 e 32 ng/mL de tacrolimo 

para, respectivamente, os indivíduos 2 e 3. Em adição, foi possível observar que o 

indivíduo 1 respondeu significativamente diferente aos imunossupressores em quase 

todas as concentrações avaliadas, quando comparado com os indivíduos 2 e 3. 

 

Quantificação de mRNA por RT-qPCR 

As análises de expressão gênica (Figura 2) revelaram que a ciclosporina 

promoveu alterações significativas nos genes do indivíduo 1. A concentração de 135 

ng/mL aumentou a expressão do gene CYLD em 1,507 vezes (p ≤ 0,001) e na 

concentração de 90 ng/mL reduziu a expressão do gene XPC em 2,227 vezes (p ≤ 

0,001). Para o indivíduo 2, apenas a concentração de 12 ng/mL de tacrolimo 

promoveu alteração significativa, reduzindo a expressão do gene XPC em 11,49 

vezes (p < 0,05). 

Os genes TP53, c-MYC e CCND1 não demonstraram variação significativa na 

expressão dos genes nos linfócitos tratados com os imunossupressores em relação 

aos do grupo controle negativo. 

 

DISCUSSÃO 

A relação do uso prolongado de imunossupressores e aumento da incidência 

de câncer de pele já é bem conhecida, promovendo, em pacientes sob regime 
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terapêutico com ciclosporina e/ou tacrolimo, riscos de até 250 vezes de desenvolver 

esta neoplasia em relação à população em geral (9, 10). Esta incidência também é 

proporcional ao nível de imunossupressão ao qual cada indivíduo é submetido 

durante a terapia (4-8) e, para alguns tipos de câncer de pele, como o carcinoma de 

células escamosas, relata-se maior agressividade no desenvolvimento do tumor em 

relação ao aumento deste nível (21-24). 

Comparações entre pacientes com e sem câncer de pele mostrou que não há 

diferenças qualitativas e quantitativas da imunossupressão gerada por terapias 

imunossupressoras. Ou seja, a imunossupressão obtida pelo tratamento é a mesma 

entre os pacientes com e sem câncer, e estar em um maior ou menor grau de 

imunossupressão não tem relação com ser portador ou não da doença. Isto sugere 

que outros mecanismos podem estar envolvidos no processo de desenvolvimento do 

câncer, tais como a suscetibilidade individual para a imunossupressão e 

consequente resposta a ela (25). 

Nossos dados de viabilidade celular obtidos no ensaio do MTT mostraram 

diferentes níveis de tolerância aos imunossupressores entre os indivíduos 

estudados, níveis estes que variaram de acordo com a droga em questão e as 

concentrações utilizadas. Houve dois indivíduos cuja viabilidade celular foi diminuída 

em resposta a determinadas condições de tratamento e um indivíduo em que a 

viabilidade permaneceu inalterada independente da droga ou concentração avaliada. 

A expressão gênica também evidenciou que os indivíduos responderam 

diferencialmente quanto ao tipo de imunossupressor utilizado e concentração 

empregada, alterando mais ou menos a expressão dos genes de acordo com o 

tratamento aplicado, tanto em função do imunossupressor quanto da concentração 

testada. 

Entre os genes diferencialmente expressos em nosso estudo está o XPC. 

Este gene codifica proteínas específicas da via do reparo por excisão de 

nucleotídeos (NER – Nucleotise excision repair) (26), eliminando uma ampla 

variedade de danos induzidos pela radiação UV, o que faz desta via a principal linha 

de defesa contra processos carcinogênicos induzidos por este fator. Quando estas 

lesões no DNA não são corretamente detectadas e/ou reparadas facilitam a 

propagação de mutações e o desenvolvimento de neoplasias (27-29). Em adição, o 

efeito inibitório de imunossupressores sobre a família XP, entre os quais o gene 

XPC, já é bem conhecido (28, 29). No presente estudo, o gene XPC apresentou uma 
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diminuição na expressão nos dois indivíduos estudados. Entretanto, a diminuição 

dos transcritos do gene XPC do indivíduo 1 foi promovida pelo imunossupressor 

ciclosporina, enquanto no indivíduo 2 foi em resposta ao tacrolimo. Estes dados 

sugerem que a ciclosporina exerce um efeito prejudicial para o indivíduo 1 que não é 

observado quando submetido ao tratamento com tacrolimo. O contrário foi 

observado para o indivíduo 2, que teve o efeito prejudicial exercido pelo 

imunossupressor tacrolimo. 

Outro gene diferencialmente expresso foi o CYLD, que foi regulado 

positivamente apenas no indivíduo 1. Este gene é um supressor tumoral 

originalmente identificado como um gene mutado na síndrome Cilindromatose 

Familiar, uma condição genética que predispõe o indivíduo ao desenvolvimento de 

diferentes tipos de tumores de pele. Apesar de sua estreita relação com câncer de 

pele (31, 33, 34, 36, 37, 39), este gene atua como supressor tumoral em muitos 

outros tipos de cânceres, sendo negativamente regulado em câncer de pulmão (30) 

e carcinoma hepatocelular (33, 35) e, quando inativado, causa apoptose, inflamação, 

fibrose e câncer em hepatócitos (38) Em contrapartida, a proteína CYLD 

desempenha um papel essencial na manutenção da homeostase das células T, bem 

como na função reguladora das células T normais, controlando, assim, as respostas 

das células T anormais (40). Desta forma, os linfócitos do indivíduo 1 podem estar 

compensando uma possível anormalidade funcional promovida pelos 

imunossupressores testados, como observado no tratamento com 135 ng/mL de 

ciclosporina, cuja regulação do gene CYLD foi aumentada significativamente em 

1,507 vezes (p≤0,.001). Esta propensão em regular positivamente o gene CYLD 

poderia justificar a ausência de diminuição de sua viabilidade celular também nas 

concentrações mais elevadas das drogas. A diminuição do número de transcritos de 

CYLD no indivíduo 2 em todas as condições testadas mostra uma propensão 

contrária que, apesar de não significativa, reforça esta hipótese, visto que o aumento 

das concentrações de imunossupressores promoveu a diminuição da viabilidade 

celular, indicando respostas indivíduo-dependentes.  

O aumento da expressão de CYLD também inibe o crescimento e progressão 

de melanomas in vivo e in vitro, assim como o potencial metastático in vivo (37). Em 

linhagem celular de câncer de pulmão, o aumento da expressão de CYLD foi 

associado com o aumenta da apoptose induzida por TRAIL, podendo, segundo os 

autores, atuar como alvo terapêutico para este tipo de tumor (41). Desta forma, 
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observa-se o potencial do aumento da expressão de CYLD em reverter condições 

biológicamente desfavoráveis.  

A variabilidade de respostas farmacológicas entre indivíduos é motivo da 

ampla variedade de regimes terapêuticos na imunossupressão. Esta variabilidade é 

o que faz com que um tratamento seja mais ou menos eficiente, ineficaz ou que, 

adicionalmente, desencadeie reações adversas (2, 3). 

O desenvolvimento e aprimoramento de testes diagnósticos e condutas 

terapêuticas baseados em técnicas de biologia molecular se tornaram ferramentas 

indispensáveis para o estudo, compreensão e tratamento de doenças. Assim, o 

estudo de alterações na regulação da expressão de genes comprovadamente 

envolvidos em processos patológicos com a finalidade de estabelecer perfis 

transcricionais (assinaturas gênicas) característicos a uma determinada patologia, de 

forma a diferenciar o indivíduo sadio do doente, é atualmente o que há de mais 

promissor para o desenvolvimento de diagnósticos, prognósticos e condutas 

terapêuticas mais seguras e eficazes (42, 43). 

Sabendo-se que cada paciente responde de maneira diferente aos 

medicamentos imunossupressores, a realização de triagens previas à terapia 

imunossupressora seria um bom indicador para avaliar qual a droga mais adequada 

a cada paciente mediante avaliação de alterações de um perfil de genes específicos. 

Visto que a identificação precoce do câncer de pele é imperativa para pacientes que 

recebem terapia imunossupressora ao longo da vida (25), a realização de 

monitoramentos periódicos com os genes CYLD e XPC, diferencialmente expressos 

em nosso estudo, associados a outros supressores tumorais ou proto-oncogenes 

ainda a serem estabelecidos em estudos futuros, poderá ser aplicada a pacientes 

durante a terapia imunossupressora. O perfil transcricional encontrado poderia 

predizer precocemente os riscos que a terapia imunossupressora exerceria sobre o 

desenvolvimento do câncer de pele.   

Em resumo, nosso estudo evidenciou respostas indivíduos - dependentes em 

consequência da exposição de linfócitos a concentrações não citotóxicas dos 

imunossupressores ciclosporina e tacrolimo, encontrando alterações transcricionais 

dos genes XPC e CYLD. Assim, estes genes poderão ser utilizados futuramente na 

seleção de terapias imunossupressoras adequadas a cada paciente. Outros genes 

devem ser estudados para o estabelecimento de um painel que possa ser validado 

futuramente em estudos do tipo caso-controle.  
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Tabela 1 -  Genes estudados e suas respectivas sequências de oligonucleotídeos 
iniciadores utilizados, tamanho dos produtos de amplificação e 
eficiências obtidas em cada reação de PCR em tempo real.  

Genes  Sequência 5’- 3’ Tamanho dos  Eficiência 

    
produtos de 
amplificação (%) 

        
GAPDH F: GGGCATCCTGGGCTACACT 208 pb 91,3 
  R: GGTCCAGGGGTCTTACTC    

       

CYLD F: GTCCAAGAGAGTCCACC   160 pb 98,4 
  R: CAGTTCCAGTCCAGCGA      

       

MYC F: GGACTGTATGTGGAGCG    211 pb 94,7 
  R: TCGTTGAGAGGGTAGGG       

       

TP53 F: CCATCCACTACAACTACAT  136 pb 95,8 
  R: GCACAAACACGCACCTC        

       

CCND1 F: CATTGAACACTTCCTCTCCA     140 pb 100 
  R: AACTTCACATCTGTGGCAC     

       

XPC F: GAAGACAAGAGAAAGAAGTG  196 pb 100 
  R: TGGGATGATGGACAGGC      
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Figura 1 -  Viabilidade de linfócitos referente a cada indivíduo obtida pelo ensaio 
do MTT após 24 horas de exposição in vitro a 11 diferentes 
concentrações de ciclosporina ou tacrolimo. 

 

 
CN: Controle negativo  
* Valores estatisticamente menores que o CN.  
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Figura 2 -  Quantificação relativa dos genes CYLD, c-MYC, TP53, XPC e CCND1 
em linfócitos humanos tratados por 24 horas com ciclosporina nas 
concentrações de 90 (C-90) e 135 ng/mL (C-135) e tacrolimo nas 
concentrações de 8 (T08) e 12 (T12) ng/mL.  

 
 
As letras representam valores estatisticamente diferentes do controle negativo, sendo a p ≤ 0,001 e b 
p ≤ 0,05 com alterações na expressão maior que 5 vezes. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

Os medicamentos imunossupressores tornaram possível a realização de 

transplante de órgãos, graças à sua capacidade de reduzir a resposta imunológica e 

diminuir o risco de rejeição do órgão. No entanto, estes medicamentos causam 

danos diretos e indiretos às células, proporcionando após longos períodos de uso, 

um risco elevado de desenvolvimento de neoplasias.  

Nosso estudo demonstrou que os imunossupressores ciclosporina e tacrolimo 

causaram diminuição da viabilidade celular tempo dose dependente, além de danos 

genotóxicos e mutagênicos nas maiores concentrações avaliadas. A detecção de 

algumas destas concentrações no plasma de pacientes transplantados indica que 

estes necessitam de um maior acompanhamento médico, pois a presença das 

maiores concentrações plasmáticas dos imunossupressores nos pacientes pode 

aumentar o risco destes desenvolverem neoplasias. 

Os dados de regulação gênica demonstraram diferentes respostas entre os 

indivíduos avaliados, indicando a importância de se realizar uma triagem antes do 

início da terapia imunossupressora para permitir a escolha da droga 

imunossupressora mais adequada a cada paciente, além de avaliar como genes 

relacionados com o desenvolvimento de tumores estão sendo regulados frente à 

exposição a diferentes imunossupressores. 

Desta forma, pretende-se auxiliar no desenvolvimento de novos testes 

diagnósticos e prognósticos e assim contribuir para a melhora na qualidade de vida 

dos pacientes que fazem uso destes medicamentos. 
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