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CILIAO, H. L. Avaliacdo da citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de
imunossupressores em células humanas in vitro e andlise de expressao
génica. 2013. 92 f. Dissertacao de Mestrado em Genética e Biologia — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina.

RESUMO

O presente trabalho avaliou os possiveis efeitos citotoxicos, genotoxicos e
mutagénicos dos imunossupressores ciclosporina e tacrolimo, além da anadlise da
expressao de genes relacionados com o surgimento de cancer. Os possiveis efeitos
genotoéxicos da ciclosporina foram avaliados sobre linfécitos humanos normais nas
concentragbes de 300; 600; 1200; 2400 e 4800 ng/mL por meio dos ensaios do
cometa, micronucleo e indice de divisdo nuclear (IDN). Os efeitos dos
imunossupressores ciclosporina e tacrolimo foram testados em linhagem celular de
fibroblastos de pulmdo humano (MRC-5), sendo escolhidas as concentragbes de
135, 300, 675 e 1520 ng/mL de ciclosporina e de 8; 16; 24; 32 ng/mL de tacrolimo,
por ndao terem induzido diminuicdo da viabilidade das células apds 24 horas de
exposi¢cao no teste MTT. Foram realizados os ensaios do cometa, IDN, micronucleo
e curva de crescimento celular. Os resultados destes ensaios sugerem que
concentragdes menores que 300 ng/mL de ciclosporina e de 16 ng/mL de tacrolimo
sS40 mais seguras para O usO, ja que nao induziram danos genotdxicos ou
mutagénicos. A analise da regulacdo da expressédo génica em linfécitos humanos
submetidos a tratamento in vitro com ciclosporina e tacrolimo indicou que os genes
CYLD e XPC apresentaram variagdes significativas de expressdo nos grupos
tratados com as drogas em relagdo ao controle. Os resultados de expressao
mostraram que as respostas em relacdo aos medicamentos e as doses testadas
foram individuo-dependente e que os genes diferencialmente expressos poderao
auxiliar na escolha de terapias imunossupressoras adequadas a cada individuo.

Palavras-chave: Células T. Imunologia de transplantes. Mutagénese. Genética-
Expressao. Imunologia. Cancer.



CILIAO, 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. Cancer.
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1 INTRODUCAO

ApoOs a realizacdo do transplante € necessario que o paciente faga uso
constante de drogas imunossupressoras a fim de diminuir a resposta imunoldgica, e
consequentemente evitar que seu organismo reconheg¢a 0 enxerto como um corpo
estranho e desencadeie um processo de rejeicao. No entanto é observado que cada
paciente apresenta diferentes respostas aos medicamentos imunossupressores,
tanto em decorréncia ao tipo do medicamento quanto a dosagem utilizada. Muitos
efeitos adversos sdo observados em decorréncia da utilizagdo prolongada destes
medicamentos, entre estes as neoplasias.

Com o intuito de diminuir os efeitos adversos decorrente da utilizagao dos
medicamentos imunossupressores € ao mesmo tempo evitar a ocorréncia de
episodios de rejeicdo e possivel perda do 6rgao transplantado, estes pacientes
realizam exames peridodicos monitorando as concentragcbes plasmaticas dos
imunossupressores.

Dentre os imunossupressores utilizados, os inibidores de calcineurinas
(ciclosporina e tacrolimo) sdo os mais relacionados com o desenvolvimento de
instabilidade genética e consequente acarretam em maior risco para o
desenvolvimento de cancer.

Dentre as neoplasias mais corriqueiramente observadas nos pacientes
transplantados destaca-se o cancer de pele, que em decorréncia ao uso prolongado
de imunossupressores promove riscos de até 250 vezes em desenvolver esta
neoplasia em relagdo a populagado geral. Esta incidéncia também € proporcional ao
nivel de imunossupresséo a qual cada individuo é submetido.

Portanto, estudos para uma melhor compreensdo da atuagdo de drogas
imunossupressoras no organismo humano sao necessarios, a fim de proporcionar

melhora na qualidade de vida destes pacientes.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Imunossupressores

Os medicamentos imunossupressores sao administrados a pacientes
transplantados (OLIVEIRA, ZANKL, RATH, 2004) e a pacientes com doengas auto-
imune (YOCUM, 1996), pois diminuem a atividade do sistema imunolégico reduzindo,
no primeiro grupo, a taxa de rejeicao (GARCIA et al., 2004) e no segundo, a atividade
de células auto-reativas, melhorando em ambos os casos, a sobrevida destes
pacientes.

No inicio da terapia imunossupressora, entre os anos de 1960 a 1986, eram
utilizadas drogas como azatioprina e prednisona, cujos efeitos ndo eram monitorados
(GARCIA et al., 2004). No final da década de 70 surgiram novas drogas, como a
ciclosporina, que revolucionou o transplante de 6rgaos, aumentando a sobrevida do
enxerto (RYFFER, 1998; LASMAR et al., 2005). Porém, a concentrag&o plasmatica era
incerta devido a sua imprecisa absor¢cdo. Assim, o monitoramento se tornou
necessario. A partir de entdo, os pacientes sdo submetidos a um monitoramento
constante destes farmacos ou de seus derivados presentes em fluidos bioldgicos, a fim
de manter uma concentragédo estavel dessas drogas, pois uma dosagem baixa pode
resultar na perda do enxerto, enquanto uma dosagem elevada pode ser toxica para os
individuos (GARCIA et al., 2004).

No inicio dos anos 90 foi criada uma nova microemulsdo da ciclosporina
(Neoral), que apresentou melhor farmacocinética e eficiéncia quando comparada com
a formulagdo anterior, resultando na reducdo significativa do risco de rejeicdo de
transplante (PONTICELLI, 2005).

No ano de 1987 surgiu o medicamento tacrolimo (FK506), que possui agao
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 combinacdo de
medicamentos imunossupressores; esta combinagcdo consiste em inibidor de
calcineurina, agentes antiproliferativos (que limitam a expansao clonal dos linfocitos) e
corticéide (KASISKE et al., 2010).

Dentre os inibidores de calcineurina a ciclosporina e o tacrolimo possuem

semelhante mecanismo de agao (Figura 1), atuando no bloqueio da proliferacéo de
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células T, devido a formagdao de um complexo com as imunofilinas (ciclofilina e
FKBPs, respectivamente), inibindo a transdugdo das calcineurinas fosfatases
(BRAZELTON, MORRIS, 1996). Tal inibicdo impede a desfosforilagdo do fator
nuclear de ativacdo de células T (NFAT), diminuindo a transcrigdo de genes
dependentes de NFAT (MATSUDA, KOYASU, 2000; OEKJEN, et al.,, 2003),
impedindo sua translocagdo para o nucleo, inibindo a expressdao de genes alvos,
incluindo genes de citocinas, entre elas a interleucina 2 (IL-2) e interleucina 4 (IL-4),
que estdo envolvidas na ativagdo de células T (MATSUDA, KOYASU, 2000;
TEDESCO, HARAGSIM, 2012).

As interleucinas sao citocinas sintetizadas por leucdcitos (macréfagos e
células T), que atuam em outros leucécitos, sendo importantes mediadores do
sistema imunoldgico. Elas estimulam diversas respostas envolvidas na imunidade e
inflamacgao, incluindo o estimulo para o crescimento e proliferagao dos linfocitos e
ativacdo das células efetoras para eliminar microrganismos e outros antigenos.
(ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2008).

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

b 9 b @ e Q,

L Transcription
fil.e. of IL2)

Fonte: Fantini et al. (2006)
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A utilizacdo dessas drogas imunossupressoras em longo prazo tem acarretado
um aumento na expectativa de vida de pacientes transplantados, mas também uma
maior incidéncia de doengas resultantes do seu uso prolongado, como hipertensao
arterial, nefrotoxicidade, neurotoxicidade, hipercolesterolemia, diabetes mellitus e
neoplasias (FRAILE et al., 2009).

Pacientes submetidos a terapia imunossupressora por longo periodo
apresentam alto risco de desenvolverem cancer e de recidivarem neoplasias existentes
antes do transplante (OLIVEIRA, ZANKL, RATH, 2004; FRAILE et al., 2009). Segundo
lanhez (2001), a incidéncia de cancer nos transplantados renais é de 1 a 16% maior do
que no restante da populacdo. 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 céncer, sendo que destes, 142
desenvolveram céncer visceral, 178 carcinoma de células escamosas e 138 carcinoma
de células basais; alguns destes pacientes desenvolveram mais de um tipo de céancer.

Segundo Rath, Oliveira-Frick (2009), o desenvolvimento de neoplasias malignas
€ estimado em 20% ap6s 10 anos de imunossupressao cronica. Isto pode ser
explicado principalmente pelo uso de imunossupressores que acarretam disturbios no
sistema imunoldgico, juntamente com outros fatores de risco adicionais, como a
predisposicao genética, fatores ambientais, ativacao de virus oncogénicos, numero de
drogas imunossupressoras usadas e suas concentragdes sanguineas, idade, tempo de
didlise, tabagismo, canceres pré existentes, assim como as possiveis propriedades
oncogénicas desses imunossupressores (OLIVEIRA, ZANKL, RATH, 2004;
FISCHEREDER, 2008).

Segundo Wisgerhof et al. (2011), estima-se que, apés 30 anos de
imunossupressao, 50% dos pacientes transplantados renais irdo desenvolver pelo
menos um tipo de cancer.

Trabalho realizado por Engels et al. (2011) demonstra que o risco de
desenvolvimento de neoplasias decorrentes da perda do controle do sistema imune
sobre virus oncogénicos é extremamente alto nos pacientes transplantados. Dentre
estas neoplasias encontram-se o linfoma ndo-Hodgkin e linfoma Hodgkim, causados
pelo virus Epstein-Barr; Sarcoma de Kaposi causado pelo herpes virus humano 8 e o

cancer de figado, causado pelo virus das hepatites B e C.
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O cancer de pele é a neoplasia mais comum associada com a imunossupressao
(O’'CALLAGHAN, 2008). Contribuem também para isso a exposicdo aos raios
ultravioleta, predisposicdo genética e tempo pos-transplante. As neoplasias de pele
mais comuns nos pacientes imunossuprimidos sdo o0s carcinomas espinocelular,
seguido pelo carcinoma basocelular; ambos mais agressivos nestes pacientes do que
no restante da populagcdo, com altas taxas de metastase e mortalidade (IANHEZ,
2002).

Apesar da frequéncia de cancer de pele ser extremamente alta, é observada
uma maior taxa de sobrevivéncia dos pacientes portadores deste cancer do que em
pacientes com cancer visceral. Trabalho realizado por Wisgerhof et al. (2011) com
pacientes holandeses mostrou uma taxa de sobrevivéncia de 57% apos 10 anos do
diagndstico de cancer de pele, sendo que em cancer visceral esta taxa de
sobrevivéncia foi de 22%.

Como os pacientes transplantados sdo considerados de alto risco para o
desenvolvimento de cancer e este esta relacionado a alta morbidade e mortalidade
(VASUDEV, HARIHARAN, 2007), € indicada a realizacdo de exames de rastreio,
como citologia urindria, ultrassom e exames dermatologicos de pele e labio,
possibilitando a detecgdo de carcinoma nas fases iniciais e melhorando o prognéstico
do paciente (ZUUREN, VISSCHER, BAVINCK, 1998; FISCHEREDER, 2008).

O tratamento de cancer nos transplantados € muito complicado, pois necessita
de diminuicdo ou suspensao da imunossupressao, podendo levar a rejeicdo do
enxerto, 0 que torna o cancer uma das principais causas de mortalidade nestes
pacientes (OLIVEIRA, ZANKL, RATH, 2004).

Diante do exposto, € inegavel a importancia do uso de imunossupressores em
pacientes transplantados e também a definicdo de doses adequadas que impecam
tanto os processos de rejeicdo como de carcinogénese. Para verificar se dois
medicamentos imunossupressores (ciclosporina e tacrolimo) induzem alteragbes no
material genético de células humanas normais, se faz necessaria a realizagado de

testes para avaliar os potenciais citotoxicos e genotdxicos destas drogas.

2.2 Ensaios de Viabilidade Celular e Citotoxicidade
Os ensaios de citotoxicidade permitem avaliar a sobrevivéncia e proliferacédo

de células mediante tratamentos com substancias 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
reducdo do sal de tetrazolium (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio) pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase das células
viaveis, formando cristais de formazan.

A quantidade de formazan produzida esta diretamente relacionada a
quantidade de células viaveis, metabolicamente ativas, uma vez que a atividade de
reducdo do MTT € atribuida a atividade da cadeia respiratoria mitocondrial
(BERNHARD et al., 2003). Estes cristais sdo entao solubilizados em dimetilsulféxido
(DMSO), resultando em uma coloragao roxa. O resultado deste ensaio é obtido pela
leitura em espectrofotdmetro; quanto mais intensa a coloragéo roxa produzida, maior
a quantidade de células viaveis.

Este ensaio € um método rapido para avaliar a viabilidade celular a partir do
efeito toxico de um composto em culturas de células submetidas a tratamento agudo
(GERLIER e THOMASSET, 1986).

2.2.2 Ensaio de exclusdo com Azul de Tripan

O teste de exclusao pelo Azul de Tripan € um ensaio rapido para mensurar a
diminuicdo do numero de células viaveis como uma medida direta da citotoxicidade,
por meio da avaliagdo de danos a membrana plasmatica (FRESHNEY, 2001),
refletindo com precisao a citotoxicidade induzida por drogas (KIM et al., 2009). Este
corante penetra apenas nas células com danos irreversiveis na membrana, ou seja,
nas células nao viaveis, enquanto as células viaveis tém a membrana intacta e nao
permitem a entrada do corante (FORNELLI et al., 2004). A leitura das células é
realizada em camara de Neubauer, utilizando-se microscopio invertido.

Este ensaio pode ser utilizado previamente a realizacdo de ensaios de
genotoxicidade e/ou mutagenicidade para se determinar a porcentagem de células
viaveis apos a realizagdo do tratamento, a porcentagem de células n&o viaveis deve
ser menor que 30%, de forma a evitar resultados falsos positivos originados da
fragmentacao do DNA devido, a morte celular (SASAKI et al, 2007).

2.3 Ensaio de Genotoxicidade e Mutagenicidade
Mutagenicidade refere-se a indugdo de alteragdes permanentes e

transmissiveis na estrutura do DNA, ou seja, mutagdes, que podem ser génicas,



17

alterando o funcionamento de um unico gene, ou cromossOmicas, afetando varios
genes (PIERCE, 2004).

Se as mutagbes nido forem detectadas ou causarem a morte celular vao
passar despercebidas, assim as mutagées nado reparadas vao se propagar pelo
corpo em crescimento (MALUF e ERDTMANN, 2003). O acumulo destas mutagdes
pode levar a perda do controle da divisdo celular, desencadeando o estagio inicial do
processo de formacdo do tumor, principalmente quando estas mutagdes estdo
relacionadas com a ativacdo dos proto-oncogenes ou com a perda da fungédo dos
genes supressores de tumor (RIBEIRO e MARQUES, 2003).

A genotoxicidade se refere a lesbes gendmicas passiveis de reparo, mas que
se nao reparadas resultam em mutagdes (GONTIJO, TICE, 2003).

Os testes de genotoxicidade e de mutagenicidade sdo importantes para se
avaliar danos causados no material genético por produtos quimicos, como os
medicamentos, assim como para o monitoramento de populagdes ocupacionalmente
expostas a xenobidticos. Tais avaliagoes tém sido importantes para se estimar o
risco do desenvolvimento cancer (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
genotodxica, detectando quebras de fita simples, de fita dupla, “crosslinks”, sitios de
reparo por excisdo e/ou lesdes alcali-labeis no DNA de células individuais (FIKROVA
etal., 2011).

Este teste consiste em fixar as células em agarose e lisar as membranas e
proteinas nucleares (incluindo as histonas) com detergentes e altas concentragdes
de sais, permanecendo inalteradas apenas as proteinas da matriz nuclear, o que
permite que o DNA permaneca retido em uma estrutura residual semelhante a um
ndcleo, conhecida como nucledide (OSTLING, JOHANSON et al., 1984).

Caso existam quebras na molécula de DNA a estrutura do nucledide sofre
mudancas (TICE et al., 2000). De acordo com o dano ocorrido na molécula, as
células com maior frequéncia de ruptura no DNA apresentam maior migragao,
resultando em um nucledide com uma cauda de fragmentos de DNA com a
aparéncia de um cometa (TICE et al., 2000). Assim, este teste permite determinar a

exposicao e a reatividade do DNA, por meio da indugdo de lesbes que geram
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segmentos que migram durante a eletroforese do nucleo para o pdlo positivo
(BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005). Deve-se salientar que as principais lesoes
observadas no teste do cometa podem ser corretamente reparadas sem resultar em
alteragdes genéticas permanentes. Desta forma, o reparo do DNA pode ser
observado, dependendo do tipo de indug¢ao de dano primario ao DNA e do tempo de
tratamento, por meio da reducdo da migracado dos fragmentos, devido a eliminacao
de algumas lesbes (BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005).

Diferentes variagdes metodoldogicas foram desenvolvidas para o teste do
cometa, que foi inicialmente descrito por Ostling e Johanson (1984), os quais
desenvolveram a técnica de eletroforese em microgel para a detecgao de danos no
DNA em nivel celular em condi¢cdes 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, ja que desfaz as pontes de hidrogénio, permitindo
maior migracao dos fragmentos de DNA no gel. A grande vantagem da utilizagao
deste método é a sua alta sensibilidade em detectar danos no DNA em células
individuais, requerer um pequeno numero de células, ter baixo custo, ser de facil
aplicacao e fornecer resultados rapidamente (TICE et al., 2000; BRENDLER-
SCHWAARB et al., 2005).

Atualmente o ensaio do cometa vem sendo utilizado em experimentos de
genética toxicoldgica e ecotoxicolégica para o monitoramento humano e ambiental,
avaliando danos causados ao material genético em decorréncia da exposicdo a
diferentes compostos que podem trazer consequéncias significativas a saude
humana apds curtos ou longos periodos de exposigao (JHA, 2008). Além disso, o
ensaio do cometa também tem sido empregado para detectar a cinética de reparo do
DNA; em avaliagdes 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 micronucleo

O ensaio do micronucleo (MN) in vitro foi proposto por Heddle (1976) para
avaliar agentes mutagénicos, utilizando cultura de linfécitos periféricos humanos.
Este ensaio permite detectar efeitos aneugénicos, devido a danos no fuso mitético
que levam a perda de cromossomos inteiros durante a anafase, e efeitos

clastogénicos, originados da ruptura de cromossomos em fragmentos acéntricos,
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que sao perdidos durante a divisdo celular (FENECH, 2000). Também pode haver
formagao de micronucleos pela ruptura de pontes cromossémicas, que sao puxadas
para os polos opostos durante a anafase (TERRADAS et al., 2010). Portanto, os
micronucleos podem ser definidos como pequenos corpos extranucleares formados
por material cromossdmico n&o incorporado no nucleo principal, como consequéncia
de um dano genético que pode ser causado por agentes fisicos, quimicos ou
biolégicos (VILLELA et al., 2003).

As principais caracteristicas para diferenciar o micronucleo do nucleo principal
sdo sua morfologia idéntica ao nucleo principal, didmetro entre 1/16 até, no maximo,
1/3 dos nucleos principais, mesma coloragéo dos nucleos, auséncia de refringéncia,
n&o estar conectado ou sobreposto a um dos nucleos principais (FENECH, 1993).

O micronucleo tem sido utilizado como um biomarcador de danos
cromossOémicos, instabilidade genética e risco de cancer; no monitoramento dos
efeitos da radioterapia e também no biomonitoramento de varias doencas,
(SAMANTA e DEY, 2010).

2.4 Estudo da Expressdo Génica por PCR Quantitativa em Tempo Real (RT-
gPCR)
Todas as células de um organismo possuem 0s mesmos genes porém, estes

sdo expressos de maneira diferente dependendo do estado fisioldgico, patolégico ou
de desenvolvimento da célula. Assim, o estudo dos RNAs mensageiros (mMRNAs)
fornece informagdes importantes sobre os genes que estdo sendo expressos em
determinado momento nas células (BUSTIN, NOLAN, 2004).

A técnica RT-gPCR em tempo real é utilizada para analisar a expressao de
MRNA. A sigla “RT” refere-se a reacado de transcriptase reversa que consiste em
transformar o mRNA em DNA complementar (cDNA). A expressao “em tempo real”
refere-se ao principio da técnica de monitorar constantemente o acumulo de produto,
sendo possivel a estimativa da quantidade inicial de mRNA, devido a fluorescéncia
produzida, que é proporcional ao numero de copias do amplicon depois de cada
ciclo (SKRZYPSKI, 2008). Esta fluorescéncia é resultado da adicdo de um corante
fluorescente a reagdo, sendo o SYBR Green amplamente utilizado devido a sua

capacidade de se ligar a dupla fita de DNA, emitindo fluorescéncia (PFAFFL, 2001).
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A reacao de RT-gPCR tem alta sensibilidade e permite a quantificacao de
transcritos raros e detecgdo de pequenas mudangas na expressiao de genes
(PFAFFL, 2001).

Os genes estudados neste trabalho (Tabela 1), estdo diretamente
relacionados com o desenvolvimento de canceres:

e Genes de reparo de DNA que atuam como barreira protetora contra
alteragdes deletérias ao material genético, mantendo a integridade do
genoma (PINTO, FELZENSWALB, 2003).

e Genes supressores de tumor que codificam proteinas inibidoras da replicagao
celular. Para que estes genes percam a agao supressora, ambos os alelos
tém que estar inativos (CAVENEE, WHITE, 1995).

e Proto-oncogenes sao responsaveis por codificar proteinas que estimulam as
células a se replicarem. Estes genes sdo expressos nas ceélulas normais,
contudo, quando alterado em apenas um dos alelos, transformam-se em
oncogenes. O produto dos oncogenes € capaz de manter o estimulo
permanente para a divisdo celular, mesmo com auséncia de estimulos
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 CYLD (cylindromatosis) CCNDL1 (cyclin D1)

pigmentosum, TP53 (Tumor protein p53) MYC (myelocytomatosis
complementation group C) 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 retrovirus
causadores de mielocitomatose em aves, sendo denominado de v-MYC (viral avian
myelocytomatosis). O homdlogo celular humano c¢-MYC foi descoberto
posteriormente, sendo sua superexpressao observada em varios tipos de canceres
(DANG, 1999).

Dos genes pertencentes a familia MYC, destacam-se c-MYC, |-MYC (nos

carcinomas do pulmao) e n-MYC (nos neuroblastomas) uma vez que estes
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apresentam potencial neoplasico em seres humanos (FARIA, RABENHORST,
2006).

O gene c-MYC esta localizado na regidao cromossémica 8q24.1 e participa da
regulagéo do ciclo celular por meio da promogao da transigdo da fase G1 para a fase
S, em decorréncia da ativagao do complexo ciclinas/CDK. Especula-se também que
este gene seja responsavel por inibir a transcricdo de supressores tumorais como
p21, p57, pl5 e pl6, acarretando divisdo celular descontrolada, n&do permitindo o
eficiente reparo do material genético antes da replicagdo, ocasionando novas
mutagdes e, consequentemente, o surgimento de instabilidade genética (FARIA,
RABENHORST, 2006).

A proteina expressa pelo gene c-MYC esta presente na proliferagdo normal
de células somaticas. No entanto, em células cancerosas a expressdo deste gene
geralmente é desregulada e elevada. Sabe-se que c-MYC é um fator de transcricéo
que modula a expressao de genes alvos da replicagao celular, todavia, ainda nao se
sabe ao certo os mecanismos moleculares que promovem a transformagédo maligna
(LITTLEWOOD, KREUZALER, EVAN, 2012).

Este gene parece ser um amplificador geral de qualquer estado de transcrigao
em que a célula se encontra no momento de sua ativagdo, o que pode ajudar a
compreender o papel do gene c-MYC em diversas vias biolégicas como
metabolismo, crescimento celular, diferenciagao celular, proliferacdo e apoptose,
dependendo dos niveis celulares em que a proteina C-MYC esta expressa
(LITTLEWOOD, KREUZALER, EVAN, 2012; NIE et al., 2012).

2.4.2 CCND1 (Cyclin D1)

O gene CCND1 é um proto-oncogene localizado na regido cromossémica
11913 e desempenha um importante papel na passagem do ponto de restricdo em
G1 (LUKAS et al., 1995). A proteina resultante deste gene age como reguladora do
ciclo celular, uma vez que seu padrao de expressao e degradacgao contribuem para
a coordenacdo do tempo de cada evento mitético, por meio da fosforilacdo da
proteina retinoblastoma (supressora tumoral). Nas células normais, as ciclinas D1
tém um tempo de meia vida de aproximadamente 20 minutos, pois elas sao
rapidamente ubiquitinizadas. A diminuicao de qualquer dos fatores responsaveis por

esta ubiquitinizacdo resulta em maior estabilidade e acumulo das ciclinas D1.
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Geralmente observa-se aumento da expressao de CCND1 devido a perda do
checkpoint G1/S, que faz com que a célula se divida continuamente, mesmo sem
estimulos externos (CURTIN et al., 2005). Além do acumulo de ciclina D1
decorrentes da sua maior estabilidade, algumas lesdes gendémicas como
translocagdes ou amplificagcbes cromossémicas do gene CCND1, resultam na
superexpressao deste gene, alterando a progressao do ciclo celular e contribuindo
para o surgimento de varios tipos de canceres (BARBASH, DIEHL, 2008; YAN et al.,
2011), como os linféides e tumores solidos, incluindo os de mama, prostata,
estbmago, esOfago, cabegca e pescoco, mielomas multiplos, adenoma de
paratiredide, pulmao 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 proteina de extrema
importancia para a célula devido a sua capacidade de bloquear o ciclo celular na
presenca de danos no DNA. Dessa forma, o sistema de reparo pode atuar evitando
a perpetuacado do dano e o estabelecimento de mutacbdes. Se o dano nao puder ser
reparado, a proteina p53 tem a capacidade de induzir a apoptose (MARTINEZ et al.,
2006; YAN et al., 2011).

Mutacbes no gene TP53 estdo entre as alteragbes mais frequentes
encontradas no cancer, ocorrendo em cerca de 50% de todos os tumores malignos
(MARTINEZ et al., 2006).

A inativacdo deste gene pode induzir o surgimento do cancer de pele pela
exposig¢ao a radiagao UV. Cerca de 90% das células de carcinomas espinocelular e
50% das células de carcinomas basais possuem mutagbes no gene TP53
(MARTINEZ et al., 2006; BENJAMIN, ANANTHASWAMY, 2007).

2.4.4 CYLD (Cylindromatosis — turban tumor syndrome)

O gene CYLD pertence a familia cilindromatose e localiza-se na regido
cromossOmica 16g12-13. Possui funcdo de supressor tumoral e codifica a enzima
CYLD deubiquitinase, que regula negativamente a sinalizagcdo do fator nuclear
Kappa B (NF-KB), contribuindo assim, para a sobrevivéncia, proliferacdo e
diferenciacao celular (ZHENG et al., 2004).

Sua baixa expressao esta relacionada ao desenvolvimento de varios tipos de

canceres humanos, incluindo cancer de pulmao, célon, rim, melanoma e carcinoma
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hepatocelular. Regula ainda a progressao do cancer de pele ndo melanoma devido
ao controle da diferenciagcdo tumoral, angiogénese e sobrevivéncia celular
(ALAMEDA et al., 2011).

A perda dos dois alelos do gene CYLD ou a inativagdo destes esta
relacionada com o surgimento de cilindromas (neoplasias benignas multiplas de
pele). Stegmeier et al. (2007) demonstraram que a perda da atividade deste gene
esta relacionada com a perda do controle do ciclo celular e aumento da resisténcia a
apoptose. Os autores sugeriram que o defeito na progressao do ciclo celular causa
uma instabilidade genética que pode contribuir com a tumorigénese.

Trabalho realizado por Alameda et al. (2011), mostra que o aumento da
expresséo do gene CYLD leva a diminuigdo da malignidade de carcinoma de células
escamosas em humano. Ja a inibi¢ao funcional deste gene aumenta a agressividade
do tumor, o potencial invasivo, resultando também na resisténcia a apoptose e

angiogénese.

2.4.5 XPC (Xeroderma Pigmentosum, complementation group C)

O gene XPC codifica proteinas especificas da via do reparo por exciséo de
nucleotideos (NER — Nucleotise excision repair). Mutagcbes neste gene estao
associadas a doenga Xeroderma pigmentoso, rara doenga autossémica recessiva,
que tem como caracteristica aumentar a sensibilidade a luz solar, com consequente
desenvolvimento de cénceres 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 excisdo de bases e,
consequentemente, aumentam o desenvolvimento de cancer nos pacientes

transplantados que utilizam estes medicamentos.



24

2 JUSTIFICATIVA

A terapia imunossupressora é fundamental apds a realizagdo do transplante
para diminuir o risco de rejeicao do 6rgao. Os medicamentos imunossupressores
aumentam a expectativa de vida dos pacientes transplantados e,
consequentemente, acarretam em maior incidéncia de doengas resultantes do uso
prolongado dessas drogas, como por exemplo, as neoplasias, mais frequentes nestes
pacientes do que no restante da populacdo. Portanto, estudos que visem melhor
compreensao da atuagao de drogas imunossupressoras no organismo humano sao
necessarios 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 pratica clinica, a
fim de avaliar suas possiveis citotoxicidade, genotoxicidade e regulacdo de genes
relacionados com o desenvolvimento de neoplasias, podem contribuir auxiliando na
determinagdo da concentragdo mais segura para o uso de imunossupressores em
pacientes transplantados, assim como para o estabelecimento de perfis
transcricionais (assinaturas génicas) caracteristicos, de forma a diferenciar o
individuo sadio do doente, tornando os diagndsticos, progndsticos e condutas

terapéuticas 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 avaliagdo do seu potencial citotéxico, genotdxico e
mutagénico em células humanas in vitro, bem como da quantificagcdo da expressao

de alguns genes envolvidos no desenvolvimento de cancer.

4.2  Objetivos especificos
v' Avaliar os possiveis efeitos genotoxico, mutagénico e indice de

proliferagdo celular (IDN) em linfécitos humanos normais tratados com

ciclosporina.

Realizar ensaios com cultura de fibroblastos de pulm&o humano (MRC-5)

tratados com ciclosporina e tacrolimo para:

v" Avaliar seus possiveis efeitos citotdxicos por meio do ensaio do MTT em
cinco diferentes tempos de tratamento 24, 48, 72, 96 e 120 horas;

v' Avaliar os possiveis efeitos genotdxicos por meio do ensaio do Cometa
nos tempos de 3 e 24 horas de exposicao aos medicamentos;

v' Avaliar os possiveis efeitos mutagénicos por meio do ensaio do
micronucleo in vitro, com tempo de exposicdo de 24 horas aos
medicamentos;

v Quantificar, em linfécitos tratados com os imunossupressores ciclosporina
e tacrolimo, a expressdo 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 possiveis efeitos genotoxicos e
mutagénicos do imunossupressor ciclosporina em linfocitos de individuos saudaveis
expostos as concentragdes de 300; 600; 1200; 2400 e 4800 ng/mL de ciclosporina.
As trés menores concentragcdes sdo proximas as concentracdes plasmaticas
observadas em pacientes e as concentragdes acima foram avaliadas para se
estabelecer uma margem de seguranga do uso da droga. A avaliagdo da
genotoxicidade foi realizada por meio do ensaio do cometa apds 2 ou 24 horas de
exposicao das células ao imunossupressor e a avaliagdo da mutagenicidade foi
realizada pelo ensaio do micronucleo com bloqueio de citocinese apds 48 horas de
exposicao. A ciclosporina apresentou atividade genotdxica apenas quando avaliada
nas concentragdes de 2400 e 4800 ng/mL, em ambos os tempos de tratamento e na
concentragao de 1200 ng/mL apenas no tempo de 2 horas. Atividade mutagénica foi
observada somente para a maior concentragdo do imunossupressor (4800 ng/mL).
Com os resultados deste trabalho podemos sugerir que a ciclosporina deve ser
utilizada nos pacientes transplantados nas menores concentragdes possiveis, a fim

de evitar a rejeicao do enxerto e minimizar ao maximo seus efeitos adversos.

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

renais, ensaio do micronucleo, linfécitos.
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1 Introducéao

A ciclosporina € um medicamento imunossupressor amplamente utilizado pelos
pacientes transplantados para reduzir a taxa de rejeigdo e melhorar a sobrevida dos
pacientes (Garcia et al., 2004; Oliveira et al., 2004; Ponticelli, 2005).

Os danos ao material genético estdo entre os efeitos adversos ja descritos apos
o uso de imunossupressores (Yuzawa et al.,1986, lanhez, 2001, Engels et al., 2011,
Kurtoglu e Yuksel, 2012). Devido ao potencial mutagénico da droga, os pacientes
submetidos a terapia imunossupressora apresentam alto risco de desenvolver cancer e
de recidiva de neoplasias existentes antes do transplante (Oliveira et al., 2004; Fraile
et al., 2009). Segundo lanhez (2001), a incidéncia de cancer nos transplantados renais
chega a ser 16% maior do que no restante da populagdo. 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 € estimado em 20% apo6s 10 anos de imunossupressao cronica. Isto pode ser
explicado principalmente pelo uso de imunossupressores que acarretam disturbios no
sistema imunoldgico, diminuicdo da vigilancia imune (Hanahan e Weinberg, 2011),
juntamente com outros fatores de risco adicionais, como a predisposicdo genética,
fatores ambientais, ativacdo de virus oncogénicos, numero de drogas
imunossupressoras usadas e suas concentracdes plasmaticas, idade, tempo de
didlise, tabagismo, canceres pré existentes, assim como as propriedades mutagénicas
ja mencionadas desses imunossupressores (Oliveira et al., 2004; Fischerederl, 2008).

Zuuren et al. (1998) mostraram que na década de 90 o transplante de 6rgaos
solidos vinha se tornando uma alternativa de tratamento frequente e de sucesso e
sugeriram que o numero de doengas resultantes das terapias imunossupressoras
aumentaria nos anos subsequentes. Esta previsao foi confirmada, pois atualmente se
observa um aumento na incidéncia de cancer nos pacientes transplantados em
comparagao com a populagédo 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 importancia o monitoramento dos
pacientes, assim como a determinacdo de doses de imunossupressores que sejam

eficazes, mas que apresentem o menor efeito adverso possivel.
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Por esta razdo, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos
genotoxicos e/ou mutagénicos da ciclosporina em diferentes concentragdes. Para
este proposito foram empregados o ensaio do cometa e o ensaio do micronucleo

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

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Agentes Quimicos

A ciclosporina (SANDIMMUN®, 50mg/mL, Novartis Farma — CAS: 59865-13-
3), foi cedida ao nosso Laboratério pelo Setor de Farmacia do Hospital Universitario
da Universidade Estadual de Londrina (Londrina, Parana — Brasil).

O cloridrato de doxorrubicina - DXR (Adriamycin, Sigma-Aldrich, CAS: 23214-
92-8), foi utilizado como controle positivo no ensaio do cometa, na concentracédo de
0,75 ug/mL. A bleomicina - Bleo (Aché, CAS: 9041-93-4), foi utilizada no ensaio do
micronucleo como indutor de danos no DNA, na concentracédo de 15 ug/mL. A
fitohemaglutinina (PHA) (Gibco™, CAS: 10576-015) e a citocalasina-B (Sigma-
Aldrich; CAS: 14930-96-2) foram utilizadas, respectivamente, nas concentragdes

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

2.2  Cultura de Linfdcitos

Apds aprovacdo do Comité de Etica 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 voluntarios
saudaveis, sendo 3 homens e 3 mulheres, na faixa de 20 a 30 anos, sem historico
de doencgas recentes, ndo fumantes, nio etilistas, que nao faziam uso de nenhuma
medicacdo e sem exposi¢cao recente a radiacdo e a praguicidas, com o intuito de
reduzir a detecgao de danos no DNA que nao fossem resultantes dos tratamentos
empregados neste trabalho.

Os linfocitos foram isolados utilizando-se Ficoll-Paque, como descrito por
Boyum (1968). Foram utilizadas amostras de 6 individuos para a realizagdo do
ensaio do cometa e 3 individuos para o ensaio do micronucleo.

Aproximadamente 10° células foram semeadas em tubos cdnicos contendo 5
mL de meio de cultura RPMI 1640 (Gibco™, CAS: 31800-014), 2,0 g/L de NaHCO3



30

(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 (Gibco™, CAS: 12657-029) e 2%
de fitohemaglutinina A (Gibco™).

Depois de estabelecida a cultura, as células foram incubadas por 48 horas em
estufa tipo B.O.D a 37°C e em seguida receberam o tratamento com diferentes
concentracdes de ciclosporina, escolhidas a partir de relatos da literatura: 300, 600,
1200, 2400 e 4800 ng/mL (Yuzawa et al.,1986; lanhez, 2002; Oliveira et al., 2004;

Rath e Oliveira-Frick, 2009).

2.3 Ensaio do Cometa

A versdo alcalina do ensaio do cometa foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Singh et al. (1988). Os linfécitos isolados de seis doadores
saudaveis foram incubados em meio completo com PHA por 48 horas, permitindo,
assim, a estabilizagdo e o aumento do numero celular. Apds este periodo, o meio de
cultura foi substituido por meio completo sem PHA e realizados os seguintes
tratamentos: PBS (phosphate saline buffer) (controle negativo), doxorrubicina
(controle positivo) e cinco diferentes concentragbes de ciclosporina. Aliquotas da
suspensao celular foram retiradas apds 2 e 24 horas para a realizagdo 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 exposicao.

As células foram centrifugadas a 200 g por 5 minutos e logo em seguida foi
retirado o sobrenadante, deixando-se 20 pL desta suspensdo celular, aos quais
foram adicionados 120 yL de agarose de baixo ponto de fus&o (LMP - low melting
point) 0,5% diluida em PBS. A mistura foi homogeneizada e espalhada sobre
laminas pré preparadas com uma camada de agarose (NMP — normal melting point)
1,5% diluida em PBS.

As laminas foram mantidas em solugédo 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
4°C. Apés a lise as laminas foram incubadas por 20 minutos em tampao de
eletroforese (200 mM EDTA, 10N NaOH) pH 13, e entdo submetidas a corrida de
eletroforese (25 V e 300 mA) por 20 minutos neste mesmo tampao a 4 °C.

As laminas foram neutralizadas com solugéo de TRIS (0,4 M — pH 7,5), por

15 minutos, secas e fixadas com etanol absoluto por 5 minutos e estocadas a 4 °C
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até a analise. A coloragao foi realizada com 45 uL de solugdo de gel red 30x
(BIOTIUM, CAS: 41003) imediatamente antes da analise em microscépio de
fluorescéncia (Nikon), com objetiva de 40X, em filtro de excitagdo 515-560 nm de
comprimento de onda e filtro de barreira de 590 nm, sendo analisadas 100 células
por individuo, totalizando 600 células por tratamento.

O critério utilizado para a quantificacdo dos danos no DNA foi baseado em
observagdes visuais do tamanho da cauda em propor¢cdo ao nucledide, sendo
atribuido um valor numérico a cada classe de migragao, que variou de classe 0 para
nucledides com auséncia de cauda a classe 3, para os nucledides com cauda maior
que dois diametros do nucledide (Kobayashi et al., 1995).

O escore foi calculado de acordo com a férmula proposta por Manoharan e
Banerjee (1985), multiplicando-se o numero de nucledides observados em cada
classe, representado na férmula por n, pelo valor da classe correspondente (0, 1, 2,
3).

(0xn0) 4+ (1xnl)+ (2xn2)+ (3 xn3)
Ly

Escore =

2.4  Ensaio do Micronucleo (MN)

O ensaio do micronucleo foi realizado em linfécitos do sangue periferico de
trés doadores saudaveis (duas mulheres e um homem), selecionados aleatoriamente
dentre os individuos analisados no ensaio do cometa, seguindo-se a técnica descrita
por Countryman e Hedlle (1976) Aproximadamente 500 pyL de sangue periférico
foram transferidos para tubos cbnicos contendo meio de cultura completo e PHA. As
culturas foram incubadas em meio completo para estabilizacdo por 24 horas e apos
este periodo foram tratadas por 48 horas com PBS (controle negativo) e bleomicina
(controle positivo) e cinco diferentes concentragbes de ciclosporina. Apds 24 horas
de tratamento foi adicionada citocalasina B na concentragao final de 3 ug/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 solugao hipoténica a
37°C (KCI 0,075M) e 20 pL de formaldeido 1%. A suspensdo celular foi
homogeneizada e novamente centrifugada a 64,4 g por 5 minutos, retirado o
sobrenadante e adicionados 3 mL de fixador Carnoy (metanol/acido acético 3:1)

recém preparado. Esta ultima etapa com fixador foi repetida duas vezes.
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ApoOs a fixagao, as laminas foram preparadas e coradas por 5 minutos com
Giemsa (Nuclear, CAS: 1810) 5% diluido em tampao fosfato (NaHPO, 0,06M e
KH,PO, 0,06M - pH=6,84) a 25°C. A andlise das laminas foi realizada em
microscopio de luz visivel (Nikon Eclipse E200) com aumento de 40x, sendo
contadas 1000 células binucleadas por individuo, totalizando 3000 células por

tratamento, anotando-se a frequéncia de micronucleos encontrados.

2.5 Indice de Divisdo Nuclear (IDN)

Para a determinacao do indice de divisao nuclear (IDN) foram contadas 500
células por individuo, totalizando 1500 células por tratamento e anotadas a
frequéncia de células que continham de 1 a 4 nucleos.

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

N1+ 2 (N2)+ 3 (N3) + 4 (N4)

IDN = N

onde N4 - N4 representam o numero de células com 1, 2, 3 ou 4 nucleos,

respectivamente e N representa o total de células contadas.

2.6  Andlise Estatistica

As analises estatisticas dos resultados obtidos no ensaio do Cometa e no
ensaio do Micronucleo foram realizadas por meio do Programa GraphPad InStat
(versao 3.05 GraphPad Software, Inc.), utilizando-se o teste de Analise de Variancia
(One way - ANOVA), seguido do teste de Tukey (p < 0,05). O teste de Tendéncia
Linear foi realizado utilizando-se os valores médios obtidos nos ensaios do cometa

(escore), micronucleo e indice de divisao nuclear.

3 RESULTADOS

3.1 Ensaio do Cometa

A Ciclosporina na concentragdo de 1200 ng/mL foi genotoxica em linfécitos
expostos apenas a 2 horas de tratamento, enquanto que as concentragdes de 2400
e 4800 ng/mL induziram danos genotdxicos apds 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 apés 2 e 24
horas de tratamento, foi aplicado o teste estatistico de tendéncia linear, que indicou
uma tendéncia significativa de aumento dos escores dose-depedente apds 2 horas
(F = 10.0598; P < 0.0031) ou 24 horas (F = 7.1408; P < 0.0114) de exposi¢cdo a

Ciclosporina.

3.2 Ensaio do Micronucleo e IDN

No ensaio do micronucleo foi observado que apenas a concentracao de 4800
ng/mL de ciclosporina aumentou significativamente a frequéncia de células
micronucleadas. Nao foram observadas alteragdes no indice de proliferagao celular
nas culturas controles e nas tratadas com diferentes concentragdes de ciclosporina,

como observado na Tabela 1.

4 DISCUSSAO

Varios grupos de pesquisa tém estudado os efeitos mutagénicos das drogas
imunossupressoras, entre elas a ciclosporina, cujos resultados sido bastante
contraditérios, o que dificulta o estabelecimento de uma concentragdo segura para
sua utilizacao (Yuzawa et al., 1986; Oliveira et al., 2004; Rath e Oliveira, 2009).

Tolou-Ghamari e Palizban (2003) determinaram, por radioimunoensaio, a
concentracido plasmatica 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
apdés o transplante, idade, alimentagdo, metabolismo, entre outros. Portanto, é
necessario um monitoramento constante para que esta droga seja suficiente para
evitar a rejeicdo do enxerto, mas nao atinja concentragées muito elevadas no plasma
dos pacientes, evitando, assim, a inducao de efeitos adversos, como por exemplo,
danos ao DNA.

No presente estudo, das cinco concentracdes de ciclosporina avaliadas, as
trés menores sao préximas as observadas por Tolou-Ghamari e Palizban (2003) no
sangue dos pacientes e as duas maiores foram avaliadas para se estabelecer uma
margem de seguranga 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 exposicdo alteraria o efeito genotdxico desta

droga, pois, segundo Albertini et al. (2000), a frequéncia de danos no DNA em
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linfécitos pode diminuir com um maior tempo de exposi¢cao devido a processos de
reparo do DNA, a renovacao celular ou a perda de células fortemente danificadas
por meio de apoptose ou necrose. Os dados do presente estudo confirmaram
parcialmente esta hipdtese, pois somente a concentragdo de 1200 ng/mL, que se
apresentou genotodxica para linfécitos submetidos a duas horas de tratamento mas
nao as células submetidas a 24 horas de tratamento. Deve-se ressaltar que o
emprego do teste estatistico de tendéncia linear mostrou que a concentragdo de
1200 ng/mL apresentou uma tendéncia a genotoxicidade em linfécitos tratados por
24 horas. Desta forma, estudos adicionais serdo necessarios para verificar se o
tratamento de linfécitos humanos in vitro com 1200 ng/mL de ciclosporina leva ou
nao a uma diminuicdo da genotoxicidade em tempos de exposigcdo maiores. Nos
tempos de exposicdo de 2 e 24 horas, as concentragbes de 2400 e 4800 ng/mL
foram altamente genotdxicas, mas estas concentragdes de ciclosporina nao foram
detectadas por Tolou-Ghamari e Palizban (2003) no sangue dos pacientes
transplantados renais.

O ensaio do cometa avalia danos passiveis de reparo, enquanto o ensaio do
micronucleo determina danos ja fixados. Neste trabalho somente a maior
concentragcao de ciclosporina apresentou atividade mutagénica, sugerindo que nas
concentragdes de 1200 e 2400 ng/mL possa ter ocorrido o reparo e a ndo fixagao do
dano genotdxico observado no ensaio do cometa.

Oliveira et al., (2004) observaram tanto em linfécitos humanos de doadores
saudaveis tratados com ciclosporina em concentragbes clinicamente relevantes
(200-400ng/mL) quanto em linfécitos de pacientes transplantados, inducéo de
aberragdes cromossdmicas e de trocas entre cromatides irmés (SCEs).

Alguns estudos (Varga et al.,, 2006; Samanta e Dey, 2010) suportam a
hipotese de uma associagao entre o aumento na frequéncia de MN em linfécitos e o
desenvolvimento do cancer. Os resultados do projeto HUMN “Human Micronucleus”
indicaram que individuos com maior frequéncia de micronucleos foram mais
propensos ao desenvolvimento de cancer (Mateuca et al., 2006).

Esta associacado entre frequéncia de lesbes cromossémicas em linfocitos de
individuos transplantados renais e cancer foi demonstrada por Kelly e Sheil (1983).
Os autores observaram que 22% dos receptores de transplante apresentaram
elevadas taxas de trocas entre cromatides irmas, que tém sido observadas em maior

frequéncia nos transplantados que desenvolveram cancer. Em estudo realizado por
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Yuzawa et al. (1986), foi observado que a ciclosporina induziu trocas entre
cromatides irmas (SCEs) in vitro, em concentragées maiores que 1000 ng/mL.

Oliveira et al. (2004) demonstraram uma relagdo dose-dependente entre a
frequéncia de micronucleo em linfécitos humanos de individuo saudaveis tratados
com ciclosporina nas concentracbes de 200 e 400 ng/mL. No entanto, a
concentracao de 300 ng/mL foi avaliada no presente estudo e nao induziu aumento
de micronucleos. O mesmo trabalho citado acima demonstrou maior frequéncia de
micronucleos nas células dos pacientes transplantados renais submetidos a terapia
imunossupressora, quando comparados com culturas de linfécitos de pessoas
saudaveis, o que, segundo os autores, indica que, in vitro, a ciclosporina tem menor
potencial mutagénico do que quando usada clinicamente. Isto remete a possibilidade
de seus metabdlitos gerados in vivo serem mais mutagénicos do que o composto
original.

No presente trabalho, quando analisado o indice de divisdo nuclear, nao foi
observada alteragdo significativa na proliferagdo dos linfocitos em nenhuma das
concentragbes de ciclosporina avaliadas (300 a 4800 ng/mL). Estes dados
corroboram os de Oliveira et al. (2004), que também observaram proliferagdo normal
de linfécitos de doadores saudaveis tratados in vitro com 100, 200, 400 e 2000
ng/mL de ciclosporina. Contrariamente, Yuzawa et al. (1986) observaram em
linfocitos de doadores saudaveis, diminuigdo na proliferagao celular em tratamentos
empregando as concentragdes de 1000 e 5000 ng/mL de ciclosporina.

Uma reducao notavel do indice de proliferacdo celular foi observada por
Oliveira et al. (2004) em linfocitos de pacientes transplantados em comparagado com
células de doadores saudaveis tratadas com drogas imunossupressoras. A diferenga
encontrada por estes pesquisadores para os indices de proliferagao celular de
linfocitos provenientes de pacientes e controles submetidos a ciclosporina pode ser
resultado da exposicdo cronica dos pacientes ao imunossupressor, pois Rath e
Oliveira-Frick (2009) afirma que a capacidade de proliferagdo celular nos pacientes
submetidos a terapia imunossupressora € reduzida apds trés semanas de
imunossupressao.

Portanto, a maior concentracdo deste imunossupressor é tanto genotdxica
quanto mutagénica. No entanto, esses efeitos genotoxicos e mutagénicos
provavelmente ndo apresentardo consequéncias deletérias para a maior parte dos

pacientes que fazem uso destas drogas, pois, normalmente, as concentragdes para
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as quais se obteve tais resultados ndo sao detectadas no plasma de pacientes sob
tratamento com este imunossupressor.
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Legendas das Figuras

Figura 1 — Médias dos escores obtidos no ensaio do cometa realizado em linfécitos
humanos de seis individuos expostos a 2 ou 24 horas de tratamento com cinco
diferentes concentracdes de ciclosporina.

Lista de Tabelas
Tabela 1 - Frequéncia de micronucleos (MN) e indice de divisdo nuclear (IDN)

observados em linfocitos humanos de 3 individuos tratados in vitro com ciclosporina
por 48 horas.

Figura l
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PBS: phosphate saline buffer. DXR: Doxorrubicina
Valores estatisticamente diferentes do controle negativo, #(p<0,05), #(p<0,01). *(p<0,001). Os dados
representam média + erro padréo.



40

Tabela 1

X+SD= média * desvio padrao; PBS (phosphate saline buffer) = controle negativo.
Tratamentos Frequéncia de MN IDN
(em cultura) (1000 células/ individuo) (500 células/ individuo)

Individuos Individuos
I Il Il X+SD Il 11 X+SD

PBS 04 05 05 4,66+0,57 1,633 1,540 1,410 1,527+0,11
bleomicina (15 ug/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

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

O presente trabalho avaliou os possiveis efeitos citotoxicos, genotdxicos e
mutagénicos dos medicamentos imunossupressores ciclosporina e tacrolimo sobre
fibroblastos humanos normais (células MRC-5), expostos as concentragdes
comumente observadas no plasma dos pacientes transplantados renais. Para isso
foi realizado um levantamento das concentragcbes plasmaticas destes
imunossupressores nos prontuarios de pacientes transplantados renais do Instituto
do Rim de Londrina-PR / Brasil. A partir destes dados foram escolhidas 11
concentracdes de cada imunossupressor para avaliar a viabilidade celular usando o
ensaio do MTT. Baseados nestes resultados foram escolhidas as concentragdes de
135, 300, 675 e 1520 ng/mL de ciclosporina e de 8; 16; 24; 32 ng/mL de tacrolimo
para a realizagdo do ensaio do cometa, indice de divisdo nuclear (IDN), teste do
micronucleo (MN) e curva de proliferagdo celular. A ciclosporina diminuiu a
viabilidade celular a partir de 48 horas de exposicdao das células MRC-5 as
concentragbes de 1520 a 3420 ng/mL; apresentou efeito genotdxico na
concentragdo de 1520 ng/mL apds 3 horas de exposicdo e nas concentragcbes de
675 e 1520 ng/mL apos 24 horas de exposi¢cdo; induziu mutagenicidade na
concentragdo de 1520 ng/mL apds 24 horas de exposigdo. O tacrolimo apresentou
diminui¢ao da viabilidade celular a partir de 72 horas de exposi¢cdo as concentracoes
de 20 a 36 ng/mL; atividade genotdxica nas concentragdes de 16 a 32 ng/mL em
ambos os tempos de tratamento; e efeito mutagénico nas concentragdes de 24 e 32
ng/mL. As curvas de proliferagdo demonstraram que estes medicamentos nao
apresentaram efeito citostatico, dados estes confirmados pelos IDN obtidos. Estes
resultados sugerem que as concentragdes menores que 300 ng/mL de ciclosporina e
de 16 ng/mL de tacrolimo sdo mais seguras para o uso, ja que ndo induziram danos
genotdxicos, mutagénicos e nao interferiram na viabilidade e proliferagao celular.
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1. INTRODUCAO

A terapia imunossupressora € amplamente utilizada por pacientes
transplantados com a finalidade de evitar a rejeicdo de orgéos solidos (1) e por
pacientes com doengas auto-imune (2), melhorando, desta forma, a sobrevida destes
pacientes.

Embora os imunossupressores sejam fundamentais para diminuir a taxa de
rejeicdo nos transplantados e aumentar a sobrevida do enxerto, a longo prazo eles
diminuem a sobrevivéncia e a qualidade de vida dos pacientes, por apresentarem
forte toxicidade para as células (3).

Os efeitos adversos causados por estes medicamentos sdo mais
preocupantes nos transplantados do que nos pacientes com doengas auto-imunes,
pois estes, além de fazerem uso de concentracbes menores, podem interromper o
tratamento e retornar apds intervalos adequados (4), o que ndo é possivel para 0s
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 agdo. Estes medicamentos
agem como imunoreguladores no bloqueio da proliferacdo de linfécitos T. A
ciclosporina se complexa com ciclofilinas enquanto o tacrolimo se liga as
imunofilinas-FKBPs, e ambos agem inibindo a transducdo das calcineurinas
fosfatases (5). A inibicdo da atividade de fosfatase da calcineurina impede a
desfosforilagdo do fator nuclear de células T ativadas (NFAT), resultando na
diminuicao da transcrigdo de genes dependentes de NFAT (6, 7), dentre eles as
interleucinas, importantes para a ativagdo da resposta imunoldgica.

Devido a diferenca na estrutura entre estes dois medicamentos, o tacrolimo
possui maior agao imunossupressora, potencializando a agao de glicocorticéides e
progesterona, por se ligar a receptores que inibem a degradacédo destes (8, 9).
Ambos os medicamentos possuem uma estreita relacao entre as doses terapéutica e
téxica; assim, as concentracdes plasmaticas dos pacientes que fazem uso destes,
precisam ser periodicamente monitoradas (10, 11).

Pacientes transplantados apresentam diferentes efeitos adversos em

decorréncia do uso destes medicamentos, como nefrotoxicidade, neurotoxicidade,
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disturbios gastrointestinais, aumento do colesterol e triglicerideos, resisténcia
periférica a 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 redugéo dos efeitos adversos
em 84% dos pacientes transplantados apds a substituicdo pelo periodo de 3 meses
do imunossupressor ciclosporina pelo tacrolimo, com estabilizacdo da funcdo do
enxerto, além de reducdo da nefrotoxicidade, hipertensdo, neurotoxicidade e
diminuicdo das concentragdes de creatinina e triglicerideos.

De modo geral, os medicamentos imunossupressores também levam a um
aumento da suscetibilidade a infeccdo e ao surgimento de neoplasias (14). A
suscetibilidade a infec¢gbes € decorrente da diminuicdo da imunidade, assim como a
maior incidéncia de cancer, pois a diminuicdo da vigilancia imune dificulta o
reconhecimento e eliminagdo de células cancerosas (15). Lesdes no material
genético induzidas pelos imunossupressores, assim como a diminuigdo da atividade
do sistema de reparo, também podem aumentar a suscetibilidade as infec¢cbes e ao
cancer. Alguns cénceres também tém sido associados as infecgbes virais (16).
Diante do exposto, os pacientes transplantados s&o considerados individuos com alto
risco para o desenvolvimento de cancer, doengca que apresenta altas taxas de
morbidade e mortalidade (17). Segundo Wisgerhof et al. (18), estima-se que, apos 30
anos de imunossupressao, 50% dos pacientes transplantados renais irdo desenvolver
pelo menos um tipo de cancer.

Diante dos efeitos adversos apresentados pelos pacientes que fazem uso
constante destes medicamentos imunossupressores pretende-se com este trabalho
investigar os possiveis efeitos, citotoxicos, genotdxico e mutagénico 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 METODOS
2.1Condig0Oes 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 CO,, 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 25cm? (TPP). Para
a realizagdo dos experimentos as células foram utilizadas entre a 3% e 8% passagem
apos o descongelamento.

As concentragdes de ciclosporina e tacrolimo utilizadas neste trabalho foram
selecionadas a partir de levantamento das concentragdes plasmaticas dosadas por
radioimunoensaio em 567 pacientes transplantados renais do Instituto do Rim de
Londrina (PR - Brasil) e obtidas por meio da analise de prontuarios (Tabela 1).

Foram selecionadas 11 concentracbes de cada medicamento para a
realizacdo do ensaio do MTT ((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo
tetrazolico). A ciclosporina (SANDIMMUN®, Novartis Farma - CAS 59865-13-3) foi
avaliada nas concentragdes 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
concentracdes 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 apds 24 horas de exposicao das células aos medicamentos
imunossupressores foram utilizados para escolher as concentragcdes que nao
diminuem a viabilidade celular, para a realizacdo dos ensaios posteriores. Os
maiores tempos de exposi¢do foram empregados a fim de simular a exposi¢cao
continua do paciente as drogas em tratamentos sub-agudos.

A partir dos resultados obtidos foram selecionadas quatro concentragdes de
ciclosporina (135, 300, 675 e 1520 ng/mL) e do tacrolimo (8, 16, 24 e 32 ng/mL) para
a realizacdo do ensaio do cometa, micronucleo, indice de proliferacdo celular e
apoptose. Para a analise da curva de proliferagao foram utilizadas 3 concentracoes
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 solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) e como
agente indutor de danos foi utilizado o quimioterapico doxorrubicina (DXR - CAS:
25316-40-9, Sigma-Aldrich - St. Louis- USA) na concentragcédo de 750 ng/mL para os
ensaios do cometa, curva de proliferacao celular e a concentragado de 100 ng/mL foi

utilizada nos ensaios do micronucleo e indice de divisdo nuclear.
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2.2Ensaio de viabilidade celular—- MTT

O ensaio do MTT foi realizado seguindo o protocolo descrito por Mosmann
(19). Foram semeadas 10* células por poco, em placas de cultura de 96 pocos, que
permaneceram incubadas para estabilizacdo com meio de cultura completo por 24
horas.

Apos este periodo 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 periodo de tratamento as
células foram lavadas com PBS e incubadas com solug¢do de MTT - CAS: 298-93-1
Sigma-Aldrich - St. Louis- USA) na concentracéo final de 5 mg/mL em cultura, por 4
horas a 37°C.

Apos a retirada da solugao de MTT foram adicionados 200uL de DMSO
(Dimetilsulféxido — CAS: 67-68-5 Invitrogen), e a leitura da absorbancia foi realizada
em espectrofotobmetro (Uniscience) a 550 nm.

Este ensaio também foi realizado com doxorrubicina - DXR (Adriamycin, CAS:
2314-92-8) em diferentes concentracoes: 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 concentracdo nao citotdxica deste

composto para ser utilizada nos ensaios posteriores.

2.3Curva de proliferacéo celular

Aproximadamente 2,5x10* células foram semeadas por pogo em placa de
cultura de 24 pocos 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). Apds o tempo de cultivo de 24, 48, 72, 96 ou 120
horas, as células foram tripsinizadas e contadas na Camara de Neubauer.

Além da construg¢ao da curva de proliferagédo celular por meio da contagem de
células, uma nova curva foi feita, baseada na determinagcdo da quantidade de
proteinas totais conforme proposto por Lopes et al. (20). Apds a retirada de uma
aliquota (20 pL) para a contagem das células, as placas foram novamente incubadas
por 90 minutos para a adesdo celular. Apds este periodo as proteinas foram

extraidas com acido tricloroacético (TCA) 5% durante 15 minutos e coradas por 30
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minutos com azul de bromofenol 1% diluido em acido acético 1%. As células
aderidas na placa foram lavadas trés vezes com agua destilada, para remover o
excesso de corante e as células ndo viaveis. A placa foi vertida em papel absorvente
para secagem e em seguida foram adicionados 400 uL de Tris base (10 mM) para
extracdo da cor. A solucao de Tris foi transferida para uma placa de 96 pocos para a

determinagao da absorbancia a 550 nm em espectrofotdmetro (Uniscience).

2.4Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa foi realizado seguindo o protocolo descrito por Singh et
al. (21). Aproximadamente 0,5x10° células foram semeadas por pogo, em placas de
24 pogos, e estabilizadas por 24 horas com meio completo. Apds este periodo 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 suspenséo celular foram retiradas duas aliquotas, uma para avaliagéao
da citotoxicidade pelo ensaio de exclusdo com Azul de Tripan e outra para a
realizacao do ensaio do cometa.

Para avaliar a citotoxicidade 10 pL da suspensdo celular foram
homogeneizados com 10 pL da solugdo de Azul de Tripan (CAS: 72-571, Acros) na
concentragdo de 0,04% e realizada a contagem de 200 células por tratamento,
calculando-se a porcentagem de células viaveis (ndo coradas) e nao viaveis
(coradas em azul), conforme recomendado por Barile (22).

Para a realizagdo do ensaio do Cometa, 20 pyL da suspensao celular foram
homogeneizados com 120 yL de agarose de baixo ponto de fusdo 0,5% (low melting
point — LMP) e aplicada em laminas pré preparadas com uma camada de agarose
normal 1,5% (normal melting poin - NMP). As Iaminas foram colocadas em solugao
de lise alcalina (2,5 M NaCl; 100 mM acido etilenodiaminotetraacético (EDTA); 10
mM Tris; 10% DMSO; 1% Triton X-100, pH 10) a 4°C por 90 minutos. Em seguida as
laminas foram incubadas por 20 minutos em tampao de eletroforese (0,3 M NaCl; 1
mM EDTA, pH 13) (4°C) para a desnaturagao e entdo submetidas a eletroforese
(0,78V/cm; 300mA) por igual periodo. Apds a corrida as Iaminas foram neutralizadas
(Tris 0,4 M; pH 7,5) por 5 minutos, repetindo-se trés vezes esta etapa, e fixadas em
alcool etilico por 5 minutos. As laminas foram conservadas a 4°C e, antes da

analise, foram coradas individualmente com 45 pL de Gelred™ (CAS:76544-02-0,
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Biotium) 10000 X diluido em solugdao de NaCl 0,1M para a obtencdo de uma
concentracao final de 30 X e analisadas em microscopio de fluorescéncia (Nikon),
com filtro de excitagdo de 450-490nm e filtro de emiss&o (barreira) de 515 nm, em
objetiva de 40x.

O critério utilizado para a quantificagao dos danos no DNA foi baseado em
observagdes visuais do tamanho da cauda em relagdo ao nucledide segundo
Kokayashi et al. (23), sendo atribuido um valor numérico para cada classe de
migragao, que variou de classe 0 para nucledides com auséncia de danos a classe 3
com dano maximo. A frequéncia de células danificadas foi calculada pela somatodria
do numero 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 numero de nucledides observados em cada classe, representado

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

B _(0xn0)+ (1xnl)+ (2xn2) + (3 xnd)
core = o0

ol +n2 +n3

F sncia de D =
requencia de Danos o0

2.5Teste do micronucleo com blogqueio de citocinese (CBMN)

O protocolo utilizado para o teste do micronucleo com bloqueio de citocinese
se baseou no descrito por Fenech e Morley (25).

Foram semeadas 10° células da linhagem MRC-5 em frascos de cultura de 25
cm?®, incubadas para estabilizagdo por 24 horas em meio completo. Ao final da
estabilizacdo o meio foi substituido por meio sem soro e as células foram expostas
por 24 horas a quatro diferentes concentragcbes de cada imunossupressor, PBS
como controle negativo e doxorrubicina (100 ng/mL) como controle positivo. Apos
este periodo o meio sem soro bovino fetal foi substituido por meio completo e
adicionada citocalasina B (CAS: 14930-96-2, Acros) na concentracédo de 4,5 ug/mL
por 30 horas. Ao término deste periodo as culturas foram lavadas com PBS,
tripsinisadas (500 yL a 0,0625% Trypsin-EDTA - Gibco) e as suspensdes celulares

foram centrifugadas a 64,4g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e
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adicionados ao sedimento celular 1,5 mL de solugao hipoténica (citrato de sédio 1%)
a 37 °C e incubado por 12 minutos com subsequente adi¢éo de 25 uL de formol 5%.

As culturas foram novamente centrifugadas a 64,4g por 5 minutos e a fixagéao
das células foi realizada com 3 mL de fixador Carnoy (metanol/acido acético 3:1)
recém preparado e repetida esta ultima etapa por mais 2 vezes.

Apos a fixagao, as laminas foram preparadas e coradas com corante Giemsa
(Merck®) 5 % diluido em tampéao fosfato (Na,HPO4 0,06M e KH,PO, 0,06M — pH
6,8), por 8 minutos, lavadas com agua destilada e secas a 25 °C. A andlise das
laminas foi realizada em microscopia de luz visivel (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 Indice de divisdo nuclear (IDN)

Foram analisadas 500 células com citoplasma preservado em cada repeticao
experimental, utilizando-se microscopio de luz visivel (Nikon Eclipse E200), com
aumento de 40X, sendo anotados os numeros de células que continham 1, 2, 3 ou 4

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

M1+ 2 (MZ)+ 3 (M3)+ 4 (M4)
N

IDN =

Onde: M1 a M4 = numero de células com 1, 2, 3 ou 4 nucleos,

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

2.7 Andlise estatistica

Para os dados obtidos no ensaio do MTT foram utilizados os testes n&o-
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 Tendéncia Linear foi realizado
utilizando-se os valores meédios obtidos nos ensaios do cometa (escore),
micronucleo e indice de divisdo nuclear. As analises foram realizadas por meio do

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

3.1 Levantamento das concentracdes plasmaticas
A partir de levantamentos efetuados das concentragbes plasmaticas dos

imunossupressores em pacientes transplantados do Instituto do Rim de Londrina
(PR — Brasil), estas concentragcdes foram classificadas em 4 grupos, como
demonstrado na Tabela 2. Foi observado que, embora as concentracdes destes
medicamentos no plasma dos pacientes transplantados sejam extremamente
variadas, na maioria dos pacientes sdo detectadas as menores concentracbes

plasmaticas de ambas as drogas.

3.2 Ensaio de citotoxicidade

Como demonstrado na Figura 1, houve uma diminuicdo da viabilidade das
células MRC-5 expostas as maiores concentragdes (1520, 2280 e 3420 ng/mL) de
ciclosporina (Figura 1A) a partir de 48 horas de exposi¢céo e as concentragdes iguais
ou maiores a 20 ng/mL de tacrolimo (Figura 1B) a partir de 72 horas de exposigao.

No ensaio do MTT realizado com a doxorrubucina (Figura 2) nenhuma das
concentragbes testadas apresentou atividade citotoxica. Desta forma, a
concentragdo de 750 ng/mL foi escolhida para realizagdo dos experimentos
posteriores, exceto no ensaio do micronucleo, onde foi utilizada a concentracido de
100 ng/mL devido a acao citostatica apresentada pela doxorrubicina na

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

3.3Curva de proliferacéo celular

A Figura 3 mostra as curvas de crescimento por numero de células (Figura
3A) e quantidade de proteinas totais (Figura 3B) obtidas apds tratamento das células
MRC-5 com trés diferentes concentragdes de ciclosporina (135, 300 e 675 ng/mL) e
tacrolimo (8, 16, 24 ng/mL) e respectivos controles positivo (DXR) e negativo (PBS).

A realizagao das curvas de proliferagdo celular tanto pela contagem do
numero de células quanto pela quantidade de proteinas totais demonstrou que as
concentracdes dos imunossupressores avaliadas ndo causaram citotoxicidade e nao

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

Apenas a maior concentragcdo de ciclosporina (1520 ng/mL) avaliada em
células MRC-5 por 3 horas apresentou atividade genotoxica, com escore
estatisticamente semelhante ao observado para o agente indutor de danos, a
doxorrubicina. Efeito genotéxico também foi observado quando as células foram
expostas por 24 horas as concentragdes de ciclosporina de 675 e 1520 ng/mL sendo
0 escore obtido com o tratamento com 1520 ng/mL novamente semelhante ao
controle positivo (Tabela 3). Foi observada ainda uma tendéncia 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 exposigdo das células MRC-5 ao tacrolimo em ambos os tempos de
tratamento demonstrou que as concentragdes de 16, 24 e 32 ng/mL apresentaram
atividade genotéxica (Tabela 3). Os valores de escore médio obtidos neste ensaio
mostraram uma tendéncia 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 exclusao com azul de tripan, realizado concomitantemente ao
ensaio do cometa, foi observada viabilidade celular superior a 90% nas células
MRC-5 tratadas com diferentes concentracbes dos imunossupressores e também

para os grupos controle em ambos os tempos de tratamentos.

3.5 Ensaio do Micronucleo e indice de Divisdo Nuclear

Apenas a maior concentracdo de ciclosporina (1520 ng/mL) aumentou
significativamente a frequéncia de micronucleos em relagdo ao controle negativo,
enquanto que as células tratadas com tacrolimo apresentaram efeitos mutagénicos
nas duas maiores concentragcées avaliadas (24 e 32 ng/mL). Estes resultados
indicaram uma tendéncia 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 indice de divisao nuclear (IDN) indicaram que, tanto os
imunossupressores estudados, quanto a DXR, ndo promoveram alteragdes na
proliferacdo celular em nenhuma das concentracbes avaliadas, conforme

demonstrado na Tabela 5.
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4. DISCUSSAO

Os pacientes  poés-transplante  fazem uso de medicamentos
imunossupressores para diminuir a resposta do sistema imunolégico. Entretanto, é
observada uma grande variacdo das concentragdes destes medicamentos no
plasma destes individuos atribuida a diferencas interindividuais na absorcdo dos
mesmos. O tempo de transplante também interfere nas concentragdes plasmaticas,
pois, logo apOs a realizagdo deste, o paciente geralmente faz uso de uma
quantidade maior de imunossupressores. Com o passar do tempo as concentragcoes
plasmaticas sao diminuidas de acordo com a resposta do paciente com o objetivo de
serem mantidas as menores concentragdes do medicamento capazes de evitar a
rejeicdo e de minimizar os efeitos adversos (28).

Como esses medicamentos sdo considerados “drogas de dose critica”, ou
seja, em baixas concentragdes podem nao ser suficientes para inibir a rejei¢ao,
enquanto que em concentracbes elevadas resultam em efeitos toxicos, se faz
necessario um monitoramento constante de suas concentragbes plasmaticas (8),
com o objetivo de manter as menores concentragdes associadas ao estado clinico
desejado, individualizando a posologia dos pacientes e otimizando a resposta
farmacoldgica (29).

No presente estudo o ensaio do MTT foi realizado com o intuito de escolher
as concentracbes a serem utilizadas nos ensaios subsequentes com as células
MRC-5. Estas foram tratadas com 11 diferentes concentracbes de cada um dos
medicamentos imunossupressores por 24 horas. No entanto, além deste tempo
tradicionalmente empregado para a avaliagdo 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 citotoxico das drogas em maiores tempos de exposicao, ja
que estes medicamentos sao utilizados de forma crénica na terapéutica. O que se
observou foi uma reducéo significativa da viabilidade celular a partir de 48 horas de
tratamento com as trés maiores concentragdes de ciclosporina e a partir de 72 horas
com as cinco maiores concentracbes de tacrolimo. Em ambos o0s casos as
concentragdes nao haviam sido citotoxicas no tratamento de 24 horas. Portanto, tais
efeitos citotoxicos ndo teriam sido detectados se tivéssemos empregado apenas o0s
tempos convencionais de 3 e 24 horas de tratamento. A realizagdo do MTT com
maiores tempos de exposicdo aos medicamentos imunossupressores também nos

permitiu demonstrar uma relagdo dose-tempo-dependente, ja que maiores tempos
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de exposicdo resultaram em diminuicdo da viabilidade celular nas maiores
concentragdes avaliadas.

No ensaio de exclusao por azul de tripan, realizado previamente ao ensaio do
cometa, foi observado que, apos 3 e 24 horas de exposi¢cao das células MRC-5 a
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 nao refletem com
precisao a genotoxicidade induzida pelo composto avaliado.

A realizagdo das curvas de proliferacdo celular confirmou que as
concentragdes avaliadas realmente ndo causaram citotoxicidade e n&o inibiram o
crescimento celular. Porém, observamos que a DXR (controle positivo), embora n&o
tenha apresentado efeito citotoxico no ensaio do MTT e no teste de viabilidade pelo
azul de tripan, apresentou um efeito citostatico na concentragcdo de 750 ng/mL, ja
que nao permitiu o aumento do numero de células e da concentragdo de proteinas
totais na curva de crescimento.

Devido a este efeito citostatico apresentado pela doxorrubicina sobre as
células MRC-5, utilizamos concentracées menores para a realizacdo do ensaio do
micronucleo, ja que este ensaio é dependente de divisdao celular. Assim, as
concentragbes de 500, 250 e 100 ng/mL foram testadas, sendo observado que na
concentragdo de 100 ng/mL, a doxorrubicina, permitiu a divisdo celular e induziu
danos no DNA.

As células MRC-5 quando avaliadas pelo ensaio de genotoxicidade
demonstraram uma maior sensibilidade a acdo dos imunossupressores do que
quando avaliadas pelo ensaio do micronucleo. Como os danos no DNA observados
no ensaio do cometa sdo passiveis de reparo (31), possivelmente os danos
causados pelas menores concentragbes dos imunossupressores foram reparados e
nao resultaram na formac&o de micronucleos.

Nossos resultados sobre a mutagenicidade da ciclosporina n&o corroboram o
trabalho realizado por Oliveira et al. (1), que avaliaram os efeitos mutagénico e
citotoxico da ciclosporina nas concentragdes de 100 a 2000 ng/mL. Os autores
observaram aumento significativo da frequéncia de MN nas culturas tratadas com
concentragdes entre 200 e 400 ng/mL, enquanto que no presente trabalho a indugéo
de micronucleos pela ciclosporina foi observada apenas na concentracdo 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 nao foram encontradas diferencas entre os valores
dos grupos tratados com imunossupressores e do grupo controle negativo.

O efeito mutagénico do tacrolimo nas concentragbes 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 linfocitos humanos. Estes autores
ainda descreveram efeito mutagénico de concentragdes maiores de tacrolimo (40, 50
e 100 ng/mL). Deve-se ressaltar que tais concentragbes ndo foram avaliadas no
presente estudo por ndo terem sido detectadas no plasma dos pacientes
entrevistados. Os estudos acima citados obtiveram, ainda, resultados positivos no
teste do micronucleo para as concentracbes de 5 e 10 ng/mL, dados estes nao
confirmados no presente estudo, ja que as concentragbes de 8 e 16 ng/mL né&o
induziram micronucleos nas células MRC-5. Estes resultados distintos podem ser
decorrentes da utilizacido de diferentes tipos celulares como sistema teste.

Sob as condicbes do presente estudo observamos que as maiores
concentragdes de ciclosporina (675 e 1520 ng/mL) observadas no plasma de cerca
de 10% dos pacientes transplantados renais, e as concentragcdes de tacrolimo de 16,
24 e 32 ng/mL, observadas em 12% dos pacientes, apresentaram efeitos
genotoéxicos e mutagénicos em células humanas normais (MRC-5), o que pode
contribuir para a maior incidéncia de cancer nestes pacientes apos longo periodo de
imunossupressao.

Dados sobre o indice de divisdo nuclear de células tratadas com tacrolimo
sao contraditorios. Oliveira et al. (1) nao observaram alteragées significativas no IDN
de linfécitos submetidos a tratamento com concentragbes de 5 a 40 ng/mL de
tacrolimo, enquanto Kurtoglu e Yuksel (32) observaram diminuigdo deste parametro
nas células submetidas a concentragdes de 25 a 100 ng/mL. Nossos resultados
corroboram os achados de Oliveira et al. (1), pois ndo foi observada atividade
citotoxica do tacrolimo sobre células MRC-5 no teste do IDN. Os resultados da curva
de proliferagéo (Figura 2) reforcam este dado, pois a proliferagdo das células MRC-5
nao foi alterada com a exposicéo ao tacrolimo.

Nao foram encontrados na literatura trabalhos que avaliaram a acdo dos
imunossupressores ciclosporina e tacrolimo em outros tipos celulares humanos in
vitro. No entanto, a investigacdo dos possiveis potenciais genotdxicos e mutagénicos
sobre outros tipos celulares é fundamental, j4 que estes medicamentos sé&o

dispersos pela corrente sanguinea e entram em contato com diferentes tipos
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celulares. Assim, o conhecimento dos efeitos destes medicamentos sobre outras
células se faz necessario, ja que ha uma maior incidéncia de cancer de pulméao,
célon, prostata, estbmago, pancreas, ovario, mama, testiculo, bexiga, rim, pele,
tumores cervicais e vulvovaginal nos individuos transplantados em comparagdo com
a populagao em geral (16).

Os resultados do presente estudo sugerem que 0s imunossupressores sejam
administrados aos pacientes transplantados nas menores concentragcdes possiveis e
mantidos em concentragdes plasmaticas menores que 300 ng/mL de ciclosporina e 8
ng/mL de tacrolimo, de modo a manter o estado clinico desejado sem acarretar

acumulo de mutagdes e possivel surgimento de neoplasias.
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Tabela 1 - Levantamento das concentragdes plasmaticas dos imunossupressores
ciclosporina e tacrolimo em pacientes transplantados renais de Londrina

(PR — Brasil).
Imunossupressores N de Concentragao Concentragao Média
pacientes minima (ng/mL) maxima (ng/mL) (ng/mL)
Ciclosporina 231 6 1520,2 279,6
Tacrolimo 336 0,6 44 10
Total 567

Tabela 2 - Classificagao de pacientes transplantados renais, tratados no Instituto
do Rim da cidade de Londrina, quanto as concentragcboes plasmaticas
de ciclosporina e tacrolimo.

Imunossupressores Concentragdes N° de pacientes (%)
(ng/mL)
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)
06 - 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 apds 24, 48,
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72, 96 ou 120 horas de exposicao a 11 diferentes concentracbes de
ciclosporina (A) e tacrolimo (B).
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As barras representam valores médios + desvio padrao de 7 replicatas.

CN: Controle negativo.

* Valores estatisticamente diferentes do CN (p < 0,05) no teste de Kruskal-
Wallis/Dunn.
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Figura 2 - Viabilidades das células MRC-5 obtidas no ensaio do MTT apds 24
horas de exposi¢ao a 11 diferentes concentragcdes de doxorrubicina.
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As barras representam valores médios + desvio padrao de 7 replicatas.
CN: Controle negativo.

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

(DXR).
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CN: Controle negativo (PBS), DXR: Doxorrubicina (750 ng/mL).A1 e B1: curvas por contagem de numero de célulasA2 e B2:
curvas por quantificagao de proteinas totais
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Tabela 3 - Escore e frequéncia de danos no DNA obtidos no ensaio do cometa
apos 3 ou 24 horas de tratamento de células MRC-5 com quatro
diferentes concentracdes de ciclosporina.

Classes de Danos

TRATAMENT Frequén
(ON) cia de
(ng/mL) Escore danos
0 1 2 3 (X+SD) (X +SD)
53,67+ 38,67+ 6,33 0,55+0,0 0,46%0,0
CN 9,50 8,14 2,08 0,55:0,10 9° 9?
75 28,00+ 33,33+ 26,67 12,00£6,2 1,22+0,2 0,72+0,1
DXR 0 12,77 3,06 +551 4 7° 3°
3 horas 13 54,67+ 33,33+ 10,33 0,59+0,0 0,45+0,0
5 8,39 9,71 +1,53 1,67£1,15 7° 8?
30 53,33+ 31,00+ 12,67 0,65£0,1 0,47+0,0
0 8,33 5,57 +1,00 3,00£1,00 2° 82
Ciclospo 67 36,00+ 41,33+ 16,33 0,93+0,0 0,64+0,0
rina 5 8,89 12,58  +3,06 6,33+2,31 3°° gab
15 3,33+3, 48,00+ 29,00 19,67+25 1,65:0,0 0,97+0,0
20 21 2,65 +3,61 2 5° 3°
91,67+ 8,33+1, 0,00+ 0,08+0,0 0,08+0,0
CN 1,63 53 0,00 0,00+0,00 2° 2°

75 30,00+ 41,33+ 18,33 10,33+3,2

DXR 0 17,09 1365 +4,16 1 7°d
24 horas 13 84,00+ 16,67+ 0,00+ 0,17£0,0 0,17+0,0
5 8,19 8,02 0,00 0,00+0,00 8&° 8¢
30 56,00+ 40,33+ 4,67+ 0,50£0,1 0,450,1
0 16,09 17,67 1,53 0,00+0,00 6*° 7°¢
Ciclospo 67 31,00+ 54,33+ 13,00 0,85+0,0 0,69+0,0
rina 5 1,73 6,03 +4,58 1,67+0,58 4°° 2°
15 15,33+ 40,67+ 23,00 21,00+8,0 1,50+0,3 0,85:0,1
20 18,34 11,85 1,00 0O 3¢ 8¢

CN: controle negativo (PBS). DXR: Doxorrubicina — controle positivo. XtSD= média * desvio
padrao.

Valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si em nivel de 5% de
significancia pelo teste ANOVA seguido de Tukey.
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Tabela 4: Escores e frequéncias de danos no DNA obtidos no teste do Cometa apos
3 e 24 horas de tratamento de células MRC-5 com quatro diferentes
concentracdes de tacrolimo.

TRATAMENTO Classes de Danos
S Escore Frequénci
(ng/mL) 0 1 2 3 (XxSD) a de
danos
PBS 88,0048, 12,00+8, 0,00+0,00 0,000, 0,12+0,08° 0,12+0,08°
DXR 75 25,67+7, 47,005 18,33+3,7 7,67+2, 1,07+0,15° 0,73+0,10°
3 horas 8 69,00+2, 30,333, 0,67+0,58 0,00+0, 0,32+0,02* 0,31%0,03°
16 60,0019, 34,33+3, 4,00+4,36 1,67+2, 0,47+0,17° 0,40+0,09°
Tacrolimo 24 31,332, 44,00£5, 18,33%3,2 567+2, 0,98+0,06° 0,68+0,02°
32 32,001, 50,675, 12,33+3,2 5,00+4, 0,90+0,09° 0,68+0,01°
PBS 81,008, 18,67+8, 0,33+0,58 0,00+0, 0,19+0,08° 0,19+0,08°
DXR 75 11,6715 40,6748, 34,3316, 13,33t 1,49+0,42° 0,88+0,15°
24 horas 8 44,00£12 44,00+7, 10,67+6,1 1,33x0, 0,69+0,18% 0,56+0,13°
16 36,33+4, 51,00+4, 9,33+2,08 3,33x1, 0,80+0,05° 0,64+0,04°
Tacrolimo 24 2533+10 60,33+5, 11,67+1,1 3,67+3, 0,95+0,16° 0,76+0,09°
32 17,13t5, 55,33+0, 16,67+3,5 10,67+ 1,21+0,14° 0,83+0,05°

PBS (phosphate saline buffer): controle negativo. DXR: Doxorrubicina — controle positivo.

X+SD= média + desvio padrao

Valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si em nivel de 5% de

significancia pelo teste ANOVA seguido de Tukey.
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Tabela5- Frequéncia de células micronucleadas (MN) e indice de divisdo nuclear
(IDN) obtidos na determinagao de mutagenicidade de quatro diferentes
concentragbes de ciclosporina e tacrolimo na linhagem celular MRC-5
apos 24 horas de exposigao.

Frequéncia de MN IDN
Imunossupress Tratame (1000 cél/repet.) (500 céls/repet.)
ores ntos Repeti¢cdes Repeticdes
(ng/mL)

CN 12 16 17 15,00+2,64° 1,706 1,468 1,602 1,59

DXR 74 96 114 94,66+20,0° 1,562 1,450 1,552 1,62
0,0

Ciclosporina 135 12 17 17 17,33+2,88° 1,62 1,636 1,586 1,61
0,0

300 19 16 20 18,33+2,08° 1,592 1,590 1,600 1,59
+0,0

675 17 22 22 20,33+2,88° 1,598 1,492 1,528 1,63
0,0

1520 34 28 26 29,33+4,16° 1,634 1,546 1,514 1,56
+0,0

CN 18 15 13 15,33+2,51° 1,568 1,638 1,578 1,56
+0,0

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

Tacrolimo 8 19 16 16 17,00+1,73% 1,552 1,568 1,594 1,57
+0,0

2
16 24 19 20 21,00+2,64° 1,510 1,564 1,596 1,55
+0,0

4
24 19 25 24 22,66+3,21° 1,584 1,528 1,588 1,56
+0,0

3
32 27 32 30 29,66+2,51° 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 padrao

Valores seguidos de mesmas letras n&o diferem estatisticamente entre si em nivel de 5% de
significancia pelo teste ANOVA seguido de Tukey
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RESUMO

A imunossupressao em pacientes transplantados vem sendo relacionada com
maior risco de desenvolvimento de cancer de pele. Entretanto, a real contribuicdo de
cada imunossupressor para o desenvolvimento de processos tumorais permanece a
ser descrita devido ao fato dos regimes terapéuticos envolverem combinag¢des de
dois, trés e ocasionalmente quatro medicamentos e também a variabilidade
individual de respostas farmacologicas. Desta forma, este trabalho teve como
objetivo determinar a citotoxicidade dos imunossupressores ciclosporina e tracolimo
em linfécitos humanos normais isolados de diferentes individuos e avaliar o efeito de
concentragdes nao citotoxicas dessas drogas na expressado de genes relacionados
ao cancer. O ensaio do MTT mostrou que até concentragdes igual ou menores que
135 ng/mL de ciclosporina e 20 ng/mL de tacrolimo n&o diminuiram
significativamente a viabilidade celular em nenhum dos individuos avaliados. Além
disso, foram evidenciadas diferencas na viabilidade celular entre os individuos
estudados, tanto em funcdo do imunossupressor, como das concentracbes em
questdo. As anadlises de expressdo génica por RT-qPCR revelaram que a
ciclosporina aumentou a expressao do gene CYLD em 1,507 vezes (p < 0,001) na
concentracao de 135 ng/mL e negativamente o gene XPC em 2,227 vezes (p <
0,001) na concentracdo de 90 ng/mL no individuo 1. Para o individuo 2, a
concentragédo de 12 ng/mL de tacrolimo diminuiu a expressdo de RNA do gene XPC
em 11,49 vezes (p < 0,05). Nossos resultados mostraram que as respostas em
relacdo aos medicamentos e as doses testadas foram individuo dependentes e que
0s genes expressos diferencialmente podem ser utilizados como novos parédmetros

de selecdo de terapias imunossupressoras adequadas a cada individuo.

Palavras chave: ciclosporina, tacrolimo, linfécitos humanos, gene XPC, geneCYLD.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a compreensao dos mecanismos moleculares e o
desenvolvimento de novas drogas e terapias imunossupressoras tem proporcionado
melhorias significativas na evolugéo clinica de pacientes transplantados. Entretanto,
apesar destes avancos, o monitoramento permanente dos niveis da maioria das
drogas imunossupressoras para reduzir o risco de rejeigcdo do enxerto, bem como a
toxicidade induzida pelas mesmas ainda se faz necessario (1).

Um dos grandes problemas para o sucesso da terapia medicamentosa é a
variabilidade de respostas farmacoldgicas entre individuos frente a um determinado
delineamento terapéutico. Estas respostas podem ser mais ou menos efetivas, nao
proporcionarem efeito significativo algum e, em piores instancias, desencadearem
reacdes adversas de acordo com o paciente em questéo (2, 3).

Entre os efeitos ndo desejados de terapias imunossupressoras esta o
reconhecido aumento do risco de cancer, principalmente o de pele, apds longos
periodos de imunossupressao (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 populagédo em geral (9, 10).

Apesar destas constatacoes, € dificil vislumbrar a real contribuicdo de cada
imunossupressor para o desenvolvimento de processos tumorais devido ao fato dos
regimes terapéuticos envolverem combinagbes de dois, trés e ocasionalmente
quatro medicamentos (4).

Embora ainda ndo esclarecidos, ha dois mecanismos pelos quais o0s
imunossupressores podem contribuir para o desenvolvimento do cancer de pele: o
comprometimento do sistema imune (imunovigilancia) e o efeito oncogénico direto
(4). A elucidacdo destes mecanismos é fundamental para o desenvolvimento de
novos parametros que auxiliem no prognostico, diagnostico e ou conduta terapéutica
para este tipo de neoplasia, em pacientes transplantados.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a expressao 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 linfécitos primarios isolados
de diferentes individuos submetidas a concentragdes nao citotdéxicas dos
imunossupressores, ciclosporina e tacrolimo, Com isso, pretende-se ampliar o
conhecimento sobre os mecanismos de acdo destas drogas e contribuir para a

adocao de terapias adequadas para cada individuo.

MATERIAL E METODOS

Obtencéao e cultura de linfocitos priméarios humanos

Foram selecionados para o estudo trés individuos do sexo masculino, na faixa
de 20 a 30 anos, sem historico de doencgas recentes, ndo fumantes, nao etilistas,
que nao faziam uso de nenhuma medicagao e sem exposi¢ao recente a radiagao e a
praguicidas. Apds a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina, sob o parecer CEP/UEL: 004/2010,
CAAE: 0211.0.268.000-09, os trés voluntarios selecionados assinaram um termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Em seguida 10 mL de sangue periférico foram
obtidos de cada um por puncgdo intravenosa com agulhas e tubos vacuntainer
descartaveis, contendo acido etileno-diamino-tetracético (EDTA 6%).

Para o isolamento dos linfécitos primarios foi utilizado o reagente Ficoll-
Paque®1077 (Sigma-Aldrich) de acordo com a técnica descrita por Boyum (11). Os
linfocitos foram cultivados em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco™), 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 (Gibco™) e 2% de fitohemaglutinina A (Gibco™).

Viabilidade Celular pelo Ensaio do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
brometo tetrazélico)

O ensaio do MTT foi realizado para avaliar a viabilidade dos linfécitos de cada
individuo mediante exposicdo a 11 diferentes concentracbes de cada um dos
medicamentos imunossupressores. Para a ciclosporina (SANDIMMUN®, Novartis
Farma - CAS 59865-13-3) as concentragdes 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 recomendacgdes do fabricante
e posteriormente diluidas em PBS (phosphate saline buffer) para a obtencao das
concentragdes desejadas.

Este ensaio foi realizado em placas de 96 pogos, seguindo o protocolo
descrito por Mosmann (12) com algumas modificagdes. Foram semeadas 5x10*
células por pogo. As placas foram submetidas a uma incubacgao inicial de 24 horas a
37°C sob atmosfera de 5 % de CO; e 95 % de umidade, para estabilizac&o celular.
Apos este periodo, sete replicatas de cada tratamento com as diferentes
concentracdes dos imunossupressores foram realizadas sob as mesmas condicbes
de incubagdao descritas anteriormente. Decorrido o periodo de 24 horas, foi
adicionado em cada pogo 50 pL da solugdo de MTT (Invitrogen) para obtencdo da
concentragéao final de 5 mg/mL em cultura. As placas foram incubadas por adicionais
4 horas nas mesmas condi¢des de cultivo e subsequentemente centrifugadas a
2400 g por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e 100 uL de DMSO (Invitrogen)
foram adicionados ao sedimento celular. Apés homogeneizagdo a leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotdbmetro (Uniscience) a 550 nm.

Os valores de absorbancia foram transformados em porcentagem de células

viaveis, sendo a viabilidade do controle negativo (CN) considerada 100%.

Quantificacdo de mRNA por PCR em Tempo Real (RT-qPCR)

Apds o isolamento dos linfécitos, aproximadamente 1,0x10° células foram
semeadas em tubos Falcon de 15 mL contendo 5 mL de meio de cultura completo.
Foram preparados 5 tubos para cada individuo, os quais foram submetidos a uma
incubacéo inicial de 24 horas a 37°C sob atmosfera de 5 % de CO; e 95 % de
umidade para estabilizagao celular. Apds este periodo, um tubo de cada individuo foi
mantido apenas com o meio de cultura como controle negativo e os 4 tubos
restantes tratados, respectivamente, com duas concentracdes ndo citotoxicas de
cada imunossupressor: 90 e 135 ng/mL de ciclosporina e 8 e 12 ng/mL de tacrolimo.

A extragdo do RNA total foi realizada com o reagente TRIzol® Reagent
(Invitrogen) e com o Kit Pure Link® RNA mini kit (Ambion), segundo as
especificacbes do fabricante. A qualidade dos RNAs totais extraidos foi avaliada
segundo metodologia descrita por Aranda et al. (13).

O cDNA foi sintetizado a partir de 500 ng de RNA total, em reac¢des de 20 pL
de volume final, constituido de 2% de tampao de reagao 10X, 1,5 mM de MgCl,, 0,5
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mM de cada dNTP, utilizando 10 U da enzima SuperScript Ill 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 constituida apenas por RNA, Oligo dT,
Random Primer e dNTP foi submetida a uma pré incubacédo de 10 minutos a 65°C,
seguido de choque térmico em gelo. Os demais contituintes foram adicionados e
submetidos ao seguinte programa de reagao: 2 minutos a 25°C, 49 minutos a 50 °C,
15 minutos a 70 °C. Para minimizar variacdes de desempenho da transcriptase
reversa, foram realizadas trés reagdes distintas de sintese de cDNA para cada
experimento, cujos produtos foram incorporados para obtencdo de uma Unica
mistura referente a cada amostra em sua respectiva condigdo de cultivo (14, 15). Os
cDNAs sintetizados foram analisados por espectrofotometria para quantificacéo e
determinacdo da razdo em 260nm/280nm e ajustados para a concentracao final de
50 ng/uL.

Os oligonucleotideos iniciadores foram desenhados empregando-se o
software Gene Runner versao 3.05 (http:/www.generunner.com). As sequéncias 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
referéncia GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) foram obtidas a
partir de regides especificas 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 versdo 7.09 (16) foi utilizado para o alinhamento das variantes
transcricionais de cada gene, determinando suas regides conservadas para o
desenho dos oligonucleotideos iniciadores, descritos na Tabela 1. A especificidade
de cada oligonucleotideo foi avaliada com o auxilio do programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool, www.ncbi.nlm.nig.gov/BLAST).

Orientagbes do MIQE guidelines (17) foram consideradas para os
experimentos de RT-qPCR, sendo as reagbes otimizadas seguindo orientagbes 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 eficiéncia de reagao para os oligonucleotideos iniciadores a

serem utilizados.
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Os dados referentes a expressao génica foram obtidos por RT-qPCR, com a
utilizacdo do Termociclador em Tempo Real Quantica (TECHNE, Staffordshire, UK).
Para tal, foram utilizados 10 pL 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 condi¢cdes de tratamento. A mistura de
reacao foi submetida ao seguinte programa de amplificagdo: 50°C por 2 minutos;
95°C por 2 minutos; 40 repeticbes de um ciclo de 94°C (desnaturagdo) por 20
segundos, 58°C (anelamento) por 01 minuto, 72°C (extensdo) por 15 segundos, e
uma extensao final adicional de 72°C por 15 segundos. Todas as reagbes foram
realizadas em triplicata.

A especificidade da amplificagdo foi avaliada para cada amostra
assegurando-se que apenas o produto de interesse foi amplificado em cada reagéo
por meio da curva de fusdo (melting curve), variando-se a temperatura de 50°C a
98°C em 0,5°C/2 segundos. O programa QUANSOFT Software (TECHNE,
Staffordshire, UK) foi utilizado para determinacdo do Cq (quantification cycle) de
cada reacdo e para a determinacdo das curvas de eficiéncias de amplificagao
referentes a cada par de oligonucleotideo iniciador.

Para a determinagdo da expressao relativa dos genes de interesse nas
diferentes condi¢des avaliadas foi utilizado o programa REST versao 2009 (Relative
expression software tool) (QIAGEN), desenvolvido por Pfafll et al. (19), baseado em
seu proprio modelo matematico de quantificagao relativa de dados obtidos por PCR
em tempo real (20). Os valores obtidos na situagdo controle (auséncia de
imunossupressores) foram utilizados como referéncia para comparagdo. Foram
considerados apenas valores de Cq com uma variagao de * 0,5 entre as triplicatas

de reacao.

Anélises estatisticas

Os dados obtidos no teste do MTT foram analisados por meio dos testes nao-
paramétricos Kruskal-Wallis/Dunn (p < 0,05), utilizando-se o Programa GraphPad
InStat (versdo 3.05 GraphPad Software, Inc.). O programa REST versdo 2009
(Relative expression software tool) (QIAGEN), que utiliza o modelo estatistico
denominado Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test, foi utilizado para
avaliar os dados obtidos na RT-gPCR, determinando-se quais genes alvo

apresentaram expressao diferencial (up-expressied ou down-expressied). Foram



72

considerados diferencialmente expressos quando comparados a situagcdo controle
0s genes cuja alteracao foi significativamente diferente pela analise do programa,
considerando-se o valor de p<0,001 ou alteragbes 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
concentragéo de 135 ng/mL de ciclosporina e de 20 ng/mL de tacrolimo ndo houve
diminuicao significativa da viabilidade celular dos linfécitos de nenhum dos
individuos analisados. Nenhuma das concentragdes de ciclosporina e tacrolimo
avaliadas diminuiu a viabilidade celular do individuo 1. Entretanto, as concentracdes
de ciclosporina de 1100, 2280 e 3420 ng/mL para o individuo 2 e de 200, 450, 2280
e 3420 ng/mL para o individuo 3 promoveram uma diminuicdo significativa na
viabilidade celular, assim como as concentragdes de 24 e 32 ng/mL de tacrolimo
para, respectivamente, os individuos 2 e 3. Em adicao, foi possivel observar que o
individuo 1 respondeu significativamente diferente aos imunossupressores em quase

todas as concentragdes avaliadas, quando comparado com os individuos 2 e 3.

Quantificacdo de mRNA por RT-gPCR

As analises de expressao génica (Figura 2) revelaram que a ciclosporina
promoveu alteragdes significativas nos genes do individuo 1. A concentracao de 135
ng/mL aumentou a expressado do gene CYLD em 1,507 vezes (p < 0,001) e na
concentragdo de 90 ng/mL reduziu a expressdo do gene XPC em 2,227 vezes (p <
0,001). Para o individuo 2, apenas a concentragcdo de 12 ng/mL de tacrolimo
promoveu alteracao significativa, reduzindo a expressdao do gene XPC em 11,49
vezes (p < 0,05).

Os genes TP53, c-MYC e CCND1 ndo demonstraram variagao significativa na
expressao dos genes nos linfécitos tratados com os imunossupressores em relagéao

aos do grupo controle negativo.

DISCUSSAO
A relagao do uso prolongado de imunossupressores € aumento da incidéncia

de cancer de pele ja é bem conhecida, promovendo, em pacientes sob regime
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terapéutico com ciclosporina e/ou tacrolimo, riscos de até 250 vezes de desenvolver
esta neoplasia em relagdo a populacdo em geral (9, 10). Esta incidéncia também é
proporcional ao nivel de imunossupressdo ao qual cada individuo € submetido
durante a terapia (4-8) e, para alguns tipos de cancer de pele, como o carcinoma de
células escamosas, relata-se maior agressividade no desenvolvimento do tumor em
relacdo ao aumento deste nivel (21-24).

Comparacdes entre pacientes com e sem cancer de pele mostrou que nao ha
diferencas qualitativas e quantitativas da imunossupressdo gerada por terapias
imunossupressoras. Ou seja, a imunossupressao obtida pelo tratamento € a mesma
entre os pacientes com e sem cancer, e estar em um maior ou menor grau de
imunossupressao nao tem relagdo com ser portador ou ndo da doenga. Isto sugere
que outros mecanismos podem estar envolvidos no processo de desenvolvimento do
cancer, tais como a suscetibilidade individual para a imunossupressido e
consequente resposta a ela (25).

Nossos dados de viabilidade celular obtidos no ensaio do MTT mostraram
diferentes niveis de tolerdncia aos imunossupressores entre os individuos
estudados, niveis estes que variaram de acordo com a droga em questdo e as
concentragdes utilizadas. Houve dois individuos cuja viabilidade celular foi diminuida
em resposta a determinadas condi¢cdes de tratamento e um individuo em que a
viabilidade permaneceu inalterada independente da droga ou concentragdo avaliada.

A expressao génica também evidenciou que os individuos responderam
diferencialmente quanto ao tipo de imunossupressor utilizado e concentragcao
empregada, alterando mais ou menos a expressdo dos genes de acordo com 0O
tratamento aplicado, tanto em funcdo do imunossupressor quanto da concentragao
testada.

Entre os genes diferencialmente expressos em nosso estudo esta o XPC.
Este gene codifica proteinas especificas da via do reparo por excisdo de
nucleotideos (NER — Nucleotise excision repair) (26), eliminando uma ampla
variedade de danos induzidos pela radiagao UV, o que faz desta via a principal linha
de defesa contra processos carcinogénicos induzidos por este fator. Quando estas
lesdes no DNA nao sdo corretamente detectadas e/ou reparadas facilitam a
propagacao de mutagdes e o desenvolvimento de neoplasias (27-29). Em adi¢do, o
efeito inibitério de imunossupressores sobre a familia XP, entre os quais o gene

XPC, ja é bem conhecido (28, 29). No presente estudo, o gene XPC apresentou uma
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diminuigdo na expressao nos dois individuos estudados. Entretanto, a diminuigao
dos transcritos do gene XPC do individuo 1 foi promovida pelo imunossupressor
ciclosporina, enquanto no individuo 2 foi em resposta ao tacrolimo. Estes dados
sugerem que a ciclosporina exerce um efeito prejudicial para o individuo 1 que ndo é
observado quando submetido ao tratamento com tacrolimo. O contrario foi
observado para o individuo 2, que teve o efeito prejudicial exercido pelo
imunossupressor tacrolimo.

Outro gene diferencialmente expresso foi o CYLD, que foi regulado
positivamente apenas no individuo 1. Este gene é um supressor tumoral
originalmente identificado como um gene mutado na sindrome Cilindromatose
Familiar, uma condigdo genética que predispde o individuo ao desenvolvimento de
diferentes tipos de tumores de pele. Apesar de sua estreita relacdo com cancer de
pele (31, 33, 34, 36, 37, 39), este gene atua como supressor tumoral em muitos
outros tipos de canceres, sendo negativamente regulado em cancer de pulméao (30)
e carcinoma hepatocelular (33, 35) e, quando inativado, causa apoptose, inflamacgao,
fiborose e cancer em hepatocitos (38) Em contrapartida, a proteina CYLD
desempenha um papel essencial na manutencado da homeostase das células T, bem
como na funcgao reguladora das células T normais, controlando, assim, as respostas
das células T anormais (40). Desta forma, os linfocitos do individuo 1 podem estar
compensando uma possivel anormalidade funcional promovida pelos
imunossupressores testados, como observado no tratamento com 135 ng/mL de
ciclosporina, cuja regulagdo do gene CYLD foi aumentada significativamente em
1,507 vezes (p<0,.001). Esta propensao em regular positivamente o gene CYLD
poderia justificar a auséncia de diminuicdo de sua viabilidade celular também nas
concentragdes mais elevadas das drogas. A diminuigdo do numero de transcritos de
CYLD no individuo 2 em todas as condi¢cbes testadas mostra uma propensao
contraria que, apesar de nao significativa, reforga esta hipotese, visto que o aumento
das concentracbes de imunossupressores promoveu a diminuicdo da viabilidade
celular, indicando respostas individuo-dependentes.

O aumento da expressao de CYLD também inibe o crescimento e progressao
de melanomas in vivo e in vitro, assim como o potencial metastatico in vivo (37). Em
linhagem celular de cancer de pulmdo, o aumento da expressdo de CYLD foi
associado com o aumenta da apoptose induzida por TRAIL, podendo, segundo os

autores, atuar como alvo terapéutico para este tipo de tumor (41). Desta forma,
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observa-se o0 potencial do aumento da expressdao de CYLD em reverter condi¢cbes
bioldgicamente desfavoraveis.

A variabilidade de respostas farmacoldgicas entre individuos € motivo da
ampla variedade de regimes terapéuticos na imunossupressao. Esta variabilidade é
0 que faz com que um tratamento seja mais ou menos eficiente, ineficaz ou que,
adicionalmente, desencadeie reagdes adversas (2, 3).

O desenvolvimento e aprimoramento de testes diagnosticos e condutas
terapéuticas baseados em técnicas de biologia molecular se tornaram ferramentas
indispensaveis para o estudo, compreensao e tratamento de doencas. Assim, o
estudo de alteracbes na regulacédo da expressao de genes comprovadamente
envolvidos em processos patoloégicos com a finalidade de estabelecer perfis
transcricionais (assinaturas génicas) caracteristicos a uma determinada patologia, de
forma a diferenciar o individuo sadio do doente, é atualmente o que ha de mais
promissor para o desenvolvimento de diagnosticos, progndsticos e condutas
terapéuticas mais seguras e eficazes (42, 43).

Sabendo-se que cada paciente responde de maneira diferente aos
medicamentos imunossupressores, a realizacdo de triagens previas a terapia
imunossupressora seria um bom indicador para avaliar qual a droga mais adequada
a cada paciente mediante avaliagdo de alteragdes de um perfil de genes especificos.
Visto que a identificacdo precoce do cancer de pele € imperativa para pacientes que
recebem terapia imunossupressora ao longo da vida (25), a realizagdo de
monitoramentos peridédicos 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, podera 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 cancer de pele.

Em resumo, nosso estudo evidenciou respostas individuos - dependentes em
consequéncia da exposicdo de linfécitos a concentragdes ndo citotdxicas dos
imunossupressores ciclosporina e tacrolimo, encontrando alteragdes transcricionais
dos genes XPC e CYLD. Assim, estes genes poderéo ser utilizados futuramente na
selegcdo 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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Tabelal- Genes estudados e suas respectivas sequéncias de oligonucleotideos
iniciadores utilizados, tamanho dos produtos de amplificagao e
eficiéncias obtidas em cada reacdo de PCR em tempo real.

Genes Sequéncia55’- 3 Tamanho dos  Eficiéncia
produtos de
amplificacdo (%)
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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Viabilidade de linfocitos referente a cada individuo obtida pelo ensaio
do MTT apds 24 horas de exposicao in vitro a 11 diferentes
concentragdes de ciclosporina ou tacrolimo.

M Individuo 1
w Individuo 2
W Individuo 3

CN 60 90 135 200 300 450 675 1100 1520 2280 3420

Ciclosporina ng/mL

I Iy | :

M Individuo 1
W Individuo 2
W Individuo 3

N1 2 4 8 12 16 20 24 28 32 36
Tacrolimo ng/mL

CN: Controle negativo
* Valores estatisticamente menores que o CN.
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Figura 2 - Quantificagao relativa dos genes CYLD, c-MYC, TP53, XPC e CCND1
em linfécitos humanos tratados por 24 horas com ciclosporina nas
concentragdes de 90 (C-90) e 135 ng/mL (C-135) e tacrolimo nas
concentragdes de 8 (T08) e 12 (T12) ng/mL.

Individuo 1 Individuo 2
o 1L 2
|= ;) I [P Erers
1 ; :
L1 1 —_ . Lo | =T 1 1 : —
% E3 " . o 05 i T i
° i1 e i
] . m
L] ] 0,25 o
€ '
c90 C-135 T08 T12 (90 €435 T8 T2 ¢80 C€-135 T-08 T12 €90 C-135 T08 T12
Gene CYLD Gene cMYC Gene CYLD Gene cMYC
° . 2
- -
® | IR W i |
s - 0oy = e e I -
3 Hopg =§ T I TT _
© o] e St 025
o I b
=3 0,125 -
ra ]
L
& 0,063 ]
C9 C-135 T08 T12 (90 C-35 T08 T-12 C9 C-135 T08 T12 €90 C-135 T-08 T12
Gene TP53 Gene XPC Gene TP53 Gene XPC
=3 —_ 2
H -3
(73
s I
E ==
=% H
5 & 1 1 .
: 3 : ]
b 1=
2 | I
"
& 05 T
C-90 C-135 T-08 T-12 C-90 C-135 T-08 T-12
Gene CCND1 Gene CCND1

As letras representam valores estatisticamente diferentes do controle negativo, sendoap <0,001 e b
p < 0,05 com alteragbes na expressdo maior que 5 vezes.
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CONCLUSOES GERAIS

Os medicamentos imunossupressores tornaram possivel a realizacdo de
transplante de 6rgaos, gracas a sua capacidade de reduzir a resposta imunologica e
diminuir o risco de rejeicdo do 6rgdo. No entanto, estes medicamentos causam
danos diretos e indiretos as células, proporcionando apés longos periodos de uso,
um risco elevado de desenvolvimento de neoplasias.

Nosso estudo demonstrou que os imunossupressores ciclosporina e tacrolimo
causaram diminuicdo da viabilidade celular tempo dose dependente, além de danos
genotdéxicos e mutagénicos nas maiores concentragdes avaliadas. A deteccao de
algumas destas concentragdes no plasma de pacientes transplantados indica que
estes necessitam de um maior acompanhamento médico, pois a presenga das
maiores concentragdes plasmaticas dos imunossupressores nos pacientes pode
aumentar o risco destes desenvolverem neoplasias.

Os dados de regulacdo génica demonstraram diferentes respostas entre os
individuos avaliados, indicando a importancia de se realizar uma triagem antes do
inicio 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 estdo sendo regulados frente a
exposicao a diferentes imunossupressores.

Desta forma, pretende-se auxiliar no desenvolvimento de novos testes
diagndsticos e progndsticos e assim contribuir para a melhora na qualidade de vida

dos pacientes que fazem uso destes medicamentos.
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