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RESUMO

7

O tacrolimus € um antibiético macrolideo com agao imunossupressora, atuando como
inibidor de calcineurina, que vem sendo utilizado como droga base na maioria dos
transplantes para evitar rejeicdo. Com o éxito dos transplantes, decorrente principalmente
do uso de imunossupressores, houve uma melhora na qualidade de vida das pacientes
transplantadas. Esta melhora levou ao aumento do numero de gestacdes, mesmo sob o uso
continuo de imunossupressores. Sabe-se que os imunossupressores atravessam a placenta
podendo levar a alteragbes no desenvolvimento do embrido. Segundo a literatura, foram
observados desvios da normalidade, como perda de peso, em recém nascidos de maes que
utilizavam o tacrolimus. Entretanto, pouco se sabe sobre a sua atuacao no periodo de pré-
implantagéo do blastocisto, sendo o objetivo deste trabalho verificar se o tacrolimus interfere
no desenvolvimento do embrido de rata, durante seu trénsito tubario e na fase de
implantacao do blastocisto. Ratas Wistar prenhes foram distribuidas aleatoriamente nos
grupos controles C1 e C2 e tratados T1, T2, T3 e T4, T5 e T6. Controle 1 e Tratados 1,2 e 3
receberam &gua destilada e 1, 2 e 4 mg/kg/dia de Tacrolimus respectivamente por via
intragastrica do primeiro ao quinto dia de prenhez (periodo de transito tubario) e os grupos
Controle 2 e Tratados 4, 5 e 6 receberam agua destilada e 1, 2 e 4 mg/kg/dia de tacrolimus ,
respectivamente, por via intragastrica, do quinto ao sétimo dia (periodo de implantagéo). O
acompanhamento de sinais clinicos maternos possibilitou a analise de efeitos toxicos sobre
a mae durante o periodo de gestacdo. No 15% dia, foi coletado sangue para avaliacdo de
parametros bioquimicos e hematoldgicos, em seguida os animais foram eutanasiados.
Ovdérios, figado e rim foram pesados e o0s corpos luteos contados. Foram identificados fetos
vivos, reabsorcoes e fetos mortos. Fetos e placentas foram pesados. Nao foram
encontrados indicios clinicos de toxicidade materna. No periodo de transito tubario nao
foram observadas alteragbes significativas no peso corporal, consumo de ragdo e
parametros hematoldgicos das maes. Na analise bioquimica, o grupo da dose de 4
mg/kg/dia apresentou aumento na concentracdo de colesterol, de TGO e de uréia. No grupo
com dose de 2mg/kg/dia ocorreu redugdo de creatinina e no grupo T1 houve uma reducéo
de TGO. No periodo de implantacdo do blastocisto, nao foram observadas variagbes no
peso corporal entre os grupos analisados. Foi observada uma diminuicdo no consumo de
racdo, durante o periodo de tratamento, que foi restabelecido com o término deste,
apresentando um aumento gradativo do consumo até o final do experimento. O tacrolimus
na concentracao de 4mg/Kg/dia apresentou consumo médio superior aos demais grupos. Os
parametros hematolégicos nao apresentaram alteracées significativas. Os parametros
bioguimicos ndo apresentaram alteragdes relevantes entre os grupos experimentais, exceto
os referentes a TGO, que apresentou uma diminuicdo no grupo T6. Nos estudos realizados
no periodo de transito tubario e no de implantacao, observando-se o peso corporal materno
corrigido, os pesos de figado e rins maternos, peso de ovarios, numero de corpos luteos,
fetos vivos e mortos, reabsorgdes, peso de ninhada e perdas pré e pdés-implantagdo, nao
foram encontradas diferengas significativas. Ocorreu aumento no peso placentario dos
animais tratados com tacrolimus na concentracdo de 4mg/Kg/dia e no grupo tratado com a
concentracdo de 1mg/Kg/dia, diminuicdo do ndmero de implantes. Os fetos em ambos os
experimentos nao apresentaram malformacdes externas. Concluiu-se que no modelo
experimental utilizado nao foi evidenciado potencial embriotdxico do tacrolimus na fase de
transito tubario e na implantacao, quando administrado a ratas.

Palavras-chave: Tacrolimus, embriotoxicidade, rato; imunossupressor, gravidez,
implantacao.



ABSTRACT

Tacrolimus is a macrolide antibiotic with immunosuppressive action, acting as a calcineurin
inhibitor, that has being used as a standard drug avoiding rejection of most transplants. With
the success of transplantations, which occurred mainly due to the use of immunosuppressive
drugs, there was an improvement in life quality of patients. This fact, led to an increase in the
number of gestations, even under continuous use of immunosuppressants. It is known that
these drugs cross the placenta, leading to changes in embryo development. Body weight
loss in newborns from mothers that used tacrolimus during gestation is described in
literature. However, little is known about its action on blastocyst preimplantation period, being
the aim of this work to assess if tacrolimus interferes with embryo development during tubaric
transit and blastocyst implantation periods. Pregnant Wistar rats were randomly distributed
into control C1 and C2 and treated T1, T2, T3, T4, T5 and T6. Control 1 and Treated 1, 2 and
3 received distilled water and 1, 2 and 4 mg/kg/day of tacrolimus, respectively, via oral
gavage from first to fifth pregnancy day (tubaric transit period) and groups Control 2 and
Treated 4, 5 and 6 received distilled water and 1, 2 and 4 mg/kg/day of tacrolimus
respectively, via oral gavage from fifth to seventh day (implantation period). The clinical signs
of maternal toxicity were analyzed. On 15" day, blood was collected for biochemical and
hematological tests assessment, after that animals were killed. Ovaries, liver and kidneys
were weighed and the corpora lutea were counted. Resorptions, live and dead fetuses were
identified. Fetuses and placenta were weighed. Clinical signs of maternal toxicity were not
found. During the period of tubaric transit there were no significant alteration in maternal
body weight, food intake and hematological parameters. In biochemical analysis, the group
treated with 4 mg/kg/day presented an increase in cholesterol, TGO and urea. In the group
treated with 2 mg/kg/day there was creatinine reduction and group T1 (1mg/kg/day) showed
reduction in TGO. In the period of blastocyst implantation it was not observed changes in
body weight among groups. There was a decrease in food intake, during the treatment
period wich was recovered after the drug administration, showing a gradative increase at
food intake until the end of the experiment. An increase in food intake in the group treated
with tacrolimus in the concentration of 4mg/Kg/day was shown. There were no significant
alterations in hematological parameters. In biochemical analysis no alterations were found,
except in the group T6 (4mg/kg/day) that presented a decrease. In the both experiments,
during the period of blastocyst implantation and the tubaric transit, there were no significant
alterations in maternal body, liver, kidney and ovaries weights. Were not observed significant
alterations in the number of corpora lutea, live and dead fetuses, resorptions, fetuses weigh
and lost in pre and pos implantation. In the groups treated with tacrolimus on the
concentrations of 4mg/kg/day and 1mg/kg/day were observed a decrease of the implants
number. The administration of Tacrolimus to pregnant rats during the tubal transit and
implantation periods does not seem to generate any toxic effect on them.

Keywords: Tacrolimus; Embryo; Toxicity; Rat; Immunosuppressor; Pregnancy; Implantation.
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1. INTRODUCAO

A capacidade do organismo de reproduzir-se é essencial a sobrevivéncia
da espécie, mas a reproducado € um processo extremamente vulneravel aos fatores

do meio externo (MICHAL et al., 1993) e interno (CALDEYRO - BARCIA, 1981).

O desenvolvimento do concepto ocorre em microambientes localizados
na tuba e no utero. Fatores do meio externo e interno, capazes de alterar estes
ambientes, podem provocar lesbes, que dependendo da gravidade causam

malformagdes ou até mesmo a morte do concepto.

Disturbios relacionados ao meio ambiente causados por gases poluentes
e radiagdes, ou disturbios do ambiente materno como os causados por enfermidades
diversas, pela ingestao de alimentos contaminados, drogas de abusos ou farmacos,
sdo causas conhecidas de malformacdes fetais (LEMONICA, 1996). A ingestdo de
farmacos que atravessam a placenta é um dos fatores mais comuns de agressao ao

concepto.

Nos casos de transplantes renais sdo usadas drogas imunossupressoras
com o objetivo de impedir a rejeicdo do o6rgdo transplantado. O uso de
imunossupressores deve ser continuo, para que se previna a rejeicao do enxerto, 0
que leva a necessidade de que seja feito um aconselhamento as mulheres
transplantadas, em idade fértil, quanto a possiveis complicacbes na gravidez,
provocadas, em parte, pelos efeitos colaterais das drogas imunossupressoras

(LESSAN-PEZESHKI, 2002).



Entre os imunossupressores mais utilizados encontra-se o tacrolimus um
macrolideo de acado imunossupressora potente (GOTO et al, 1987; HOOKS,1994;
PARSON; NOLAN; WYVRATT, 1993), que foi introduzido na terapéutica
imunossupressora na década de 80, revolucionando o transplante de érgaos e

diminuindo a rejeicao (GARCIA et al, 2004).

O uso clinico do tacrolimus é crescente, sendo considerada, atualmente,
a droga base em mais de 80% dos transplantes hepaticos e 30% dos transplantes

renais (GARCIA et al, 2004).

Mulheres que apresentam insuficiéncia renal crbnica tendem a
apresentar infertilidade relativa que se restabelece com o transplante renal,
melhorando a fungdo enddcrina, restabelecendo o ciclo menstrual e a fertilidade.
Com o éxito do transplante renal e com a conseqliente melhora na qualidade de vida
de portadores de doenca renal tem-se observado aumento do nimero de gestacoes

em pacientes transplantadas (SOUZA, 2002).

O inicio da gestacdo, em geral, ndo é perceptivel pela mulher, sendo
detectado apenas quando nota o atraso em sua menstruacao. Nesse periodo o
blastocisto ja esta implantado e o embrido ja ultrapassou toda uma etapa inicial de
desenvolvimento. Durante essa fase inicial do desenvolvimento, o embrido costuma
responder as agressoes seguindo a lei do tudo ou nada: morre ou recupera-se, mas
existe a possibilidade de sobreviver com alteragdes cromossémicas que podem levar

a malformacdes (BROCAS et al, 1997; MANSON; KANG, 1994). Assim a exposicao



materna ao imunossupressor, em fase precoce da gestacao pode ter consequiéncias

indesejaveis para o embrido.

Na literatura consultada nao foram encontradas referéncias sobre
avaliacoes do efeito do tacrolimus no inicio da gestacao, portanto, nesse projeto
pretendeu-se avaliar, experimentalmente, o efeito da exposicdo de ratas ao

tacrolimus, no periodo inicial da prenhez, de modo a contribuir para a avaliacdo do

risco reprodutivo do uso do farmaco.

1.1 HIPOTESE

A exposicéo de ratas, ao tacrolimus, no inicio da prenhez interfere com o

desenvolvimento embrionario.

1.2 OBJETIVOS

Verificar se o Tacrolimus administrado a ratas gestantes interfere:

¢ No desenvolvimento do embridao durante o transito tubario;

e Na fase de implantacao do blastocisto.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 BREVE HISTORICO SOBRE O TRANSPLANTE DE ORGAOS

Segundo Druml (2002), Emerich Ullman foi responsavel pela primeira
tentativa de transplante, mas ndo obtive éxito. Platt e Rubstein (1997), em sua
revisdo, descrevem que Floresco, Carrel e Guthrie conseguiram éxito na técnica com
aloenxertos renais, sendo que o melhor resultado foi um transplante renal ortotépico,
que funcionou por cinco dias. Em 1906, Carrel e Guthrie transplantaram os dois rins
de um cao para outro, o aloenxerto funcionou por nove dias. Em 1907, Carrel
executou uma série de transplantes renais (aloenxertos) em gatos; um dos
receptores sobreviveu por trinta e um dias, os demais sobreviveram por apenas
catorze dias ou menos. Contudo, em 1908, Carrel realizou um aloenxerto renal que

manteve a vida do animal por mais de oito meses.

Os experimentos de Floresco, Carrel e Guthrie foram muito importantes,
pois representaram o marco inicial da cirurgia vascular, demonstrando pela primeira
vez que um rim removido de seu ambiente natural e reimplantado cirurgicamente
poderia funcionar, mesmo que temporariamente (PLATT; RUBSTEIN, 1997). Estes
experimentos foram analisados como a primeira demonstracdo de dois principios

fundamentais do transplante de tecidos e érgaos integros:

(1) que auto-enxertos sdo quase sempre bem sucedidos, ao passo que
aloenxertos entre individuos aleatérios de uma mesma ragca como doadores e

receptores, sdo quase sempre rejeitados;



(2) essa rejeicdo se desenvolve mais rapidamente que as respostas

imunes convencionais (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Na década de 60, foram realizados os primeiros transplantes com
doadores nao-aparentados, devido a utilizagdo da azatioprina, um farmaco
imunossupressor capaz de minimizar os efeitos do transplante (FURMAN et
al.,1999). Ja nos anos 80, a sobrevida dos transplantados teve um aumento

substancial devido ao aparecimento da ciclosporina (ARMENTI, 2004).

Ao longo dos ultimos anos, houve avanco no éxito de transplantes renais,
com aumento significativo na sobrevida do enxerto e do paciente a curto e em longo
prazo. Varios fatores contribuiram para este resultado, entre eles, o aprimoramento
da técnica cirlrgica, avanco nas técnicas de exames imunolégicos para selecéo de
doador, conhecimento mais detalhado do mecanismo de rejeicéo através da biologia
molecular, descoberta de potentes agentes antimicrobianos utilizados nos
tratamentos das infeccbes e o aparecimento de novas e poderosas drogas

imunossupressoras.

O marco inicial do progresso no resultado dos transplantes se deu na
década de 80, com a liberacdo do uso de ciclosporina (ARMENTI, 2004). A partir
deste evento, uma série de novos farmacos, imunossupressores vém sendo
pesquisados, alguns ja em uso clinico e outros ainda em fase de estudo
experimental e pré-clinica. Devido ao numero de farmacos disponiveis, a
imunossupressao atual é individualizada para cada tipo de transplante, baseando-se

nas variaveis do receptor e do doador de érgaos.



2.2 RESPOSTA IMUNE E REJEICAO NO TRANSPLANTE DE

ORGAOS

2.2.1 Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) e Antigenos

leucocitarios humanos (HLA)

O sucesso de qualquer transplante esta na capacidade de controlar a
resposta imune, permitindo a adaptacao do transplante e evitando a sua rejeicao. Os
principais genes responsaveis pelo reconhecimento de antigenos externos, o
complexo principal de histocompatibilidade (MHC), estao localizados no bracgo curto
do cromossoma 6. Nos seres humanos, estes genes codificam varias proteinas da
superficie da membrana celular. Estes aloantigenos sdo conhecidos como antigenos
leucocitarios humanos (HLA — Human leukocyte antigens) e o seu elevado
polimorfismo permite ao sistema imunolégico reconhecer antigenos préprios e nao-
préprios. Os genes MHC podem ser divididos em duas classes: o MHC | e MHC |l

(KINDT, GOLDSBY, OSBORNE, 2006).

O MHC da classe | (HLA-A, HLA-B e HLA-C) encontra-se em
praticamente todas as superficies celulares. Esta classe de MHC reconhece
antigenos protéicos externos, incluindo tecidos transplantados e sao reconhecidos
por linfécitos T com especificidade antigénica. As moléculas de classe | sao
reconhecidas por linfocitos T citotdéxicos ou CD8+ (KINDT, GOLDSBY, OSBORNE,

2006).



Por outro lado, o MHC de classe Il (HLA-DR, HLA-DP e HLA-DQ)
encontra-se apenas em células que apresentam antigenos (APC - antigen-
presenting cells) como os linfécitos B, macréfagos e células dendriticas. Acredita-se
que o MHC de classe Il desempenha o papel predominante na resposta
imunoldgica inicial a antigenos de tecidos transplantados. Ao entrarem em contato
com um antigeno nao-préprio, os HLA de classe |l apresentam este antigeno aos
linfécitos Th (helper ou CD4+) que, por sua vez, sofrem uma expansao clonal
através da producdo de citocinas reguladoras (KINDT, GOLDSBY, OSBORNE,

2006).

2.2.2 O papel dos linfocitos T

O processo de reconhecimento de antigenos transplantados é conhecido
como alorreconhecimento e podera ocorrer por duas vias distintas. A via direta
envolve receptores nos linfécitos T do hospedeiro que reconhecem antigenos
ligados nas células do 6rgao transplantado. A via indireta requer uma célula
apresentadora de antigeno (APC) que processa o antigeno e o apresenta as células
CD4+. A interacao entre os linfocitos T e a APC é um processo complexo que resulta
na ativacao de vias de sinalizacao celular. Porém, a apresentacao do antigeno por
si s6 nao é suficiente para ativar os linfécitos T. Um segundo sinal, independente do
antigeno, € necessario e podera ser dado através de varias moléculas acessorias
como a B7 (molécula co-estimuladora), moléculas de adesao intercelular (ICAMs) ou

o ligando ao CD28 (KINDT, GOLDSBY, OSBORNE, 2006).



Uma vez feito o reconhecimento, ocorre uma importante cascata de
eventos ao nivel celular. A proteina quinase C é uma enzima responsavel pela
fosforilacdo de varias proteinas, resultando na liberacdo de calcio intracelular
ionizado. Este calcio intracelular vai ligar-se a uma proteina reguladora dependente
de célcio, a calmodulina, formando um complexo que ira ativar outras fosfatases, em
particular a calcineurina. Esta proteina desempenha um papel importante na
ativacado da transcricdo do gene da Interleucina 2 e vai desfosforilar o fator nuclear
de linfocitos T ativados (NFAT- nuclear factor of activated T cells). O NFAT
desfosforilado migra do citoplasma para o ndcleo e adere a locais promotores,
induzindo a produgdo de citocinas. Estas citocinas ativam outros linfécitos T,
resultando na destruicao do érgao transplantado. Isto resume o processo de rejeicao

(KINDT, GOLDSBY, OSBORNE, 2006).

Apés a sua estimulagao, os linfécitos Th (CD4+) produzem uma citocina
importante, a interleucina—2 (IL-2), que funciona ndo sé como sinalizador de outros
linfécitos T helper e citotoxicos (CD8+), como também vai promover a expansao
clonal de linfécitos T, conduzindo a resposta imune. Outras citocinas como o

interferon — gama, também sao produzidas (KINDT, GOLDSBY, OSBORNE, 2006).

2.2.3 Manifestacoes clinicas da rejeicao

A rejeicao de um enxerto depende do reconhecimento do mesmo como

estranho pelo organismo do individuo receptor, ativando tanto a resposta imune

humoral como a celular (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).



Podem ocorrer trés tipos principais de rejeicdo: hiperaguda, aguda e
cronica. Independentemente do tipo de rejeicdo, o que ocorre é a disfungcdo do
enxerto levando a quadros de febre, hipertensdo, edema ou aumento subito de
peso, mudanca no ritmo cardiaco, falta de ar, dor e sensibilidade no local do

transplante. (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Rejeicao hiperaguda

Ocorrendo minutos ou dias apds o transplante, a rejeicdo hiperaguda
deve-se a reacao dos anticorpos IgG contra a classe | do HLA no 6rgao
transplantado. A funcdo do 6rgdo perde-se como resultado da deposicdo de
anticorpos, ativacdo do complemento e destruicao vascular. Os transplantes renais
sao muito susceptiveis a rejeicao hiperaguda. Atualmente, este tipo de rejeicdo pode
ser evitada detectando-se o anticorpo com reacdo cruzada antes do transplante.

(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Rejeigao hiperaguda Vass
Celula sanguineo
endotelial > Ativacao do
complemento,
ﬂ dano
b T endotelial,
a inflamacgao
e trombose
S ==X Anticorpo
Aloantigeno especifico ao
(p. ex., antigeno do aloantigeno
grupo sanguineo) circulante

Fig. 1. Mecanismo de rejeicao hiperaguda do enxerto. Nas rejeigées celulares hiperagudas,
os anticorpos formados anteriormente, reagem com os aloantigenos no endotélio vascular
do enxerto, ativam o complemento e desencadeiam uma trombose intravascular e necrose
da parede do vaso. Fonte: Abbas ; Lichtman (2003).



Rejeicao aguda

A rejeicdo aguda € a mais comum, ocorrendo freqientemente nos
primeiros 6 meses apés o transplante. Apds seis meses, 0 corpo adapta-se ao novo
o6rgao e a rejeicao aguda é menos provavel. Este tipo de rejeicdo € mediada por
linfécitos T, que infiltram o enxerto, sofrem expanséao clonal e causam destruicao de
tecidos. As drogas imunossupressoras sao muito eficazes na prevencao deste tipo

de rejeicao. (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).
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Fig. 2. Mecanismo de rejeicdo aguda do enxerto. Neste tipo de rejeicao, os linfécitos T CD8"*
reativos com o os aloantigenos das células endoteliais e parenquimatosas do enxerto
causam dano a esses tipos celulares. Os anticorpos alorreativos também podem contribuir
para a lesédo vascular. Fonte: Abbas ; Lichtman (2003).

Rejeicao crénica

Rejeicdo crénica é o termo usado quando a funcdo do enxerto se
deteriora lentamente, existindo evidéncias histoldgicas de hipertrofia e fibrose. Pode
ocorrer em todos os tipos de transplante de 6rgaos. (KUMAR; ABBAS; FAUSTO,

2005).



Em todos os oérgdos a fisiopatologia € semelhante: hipertrofia
progressiva das artérias pequeno-médias que acaba por levar a fibrose intersticial,
atrofia e eventual falha no transplante. Apesar de a rejeicdo crbnica ocorrer mais
tarde no periodo pos-tranplante, pode desenvolver-se seis a 12 meses apos o

transplante. (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).
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Fig. 3. Mecanismo de rejei¢cdo crénica do enxerto. Na rejeicdo crénica com arteriosclerose
do enxerto, as ceélulas T reativas com os aloantigenos do enxerto podem produzir citocinas
que induzem a proliferagao das células endoteliais e as células do musculo liso, levando a
oclusdo luminal. Fonte: Abbas; Lichtman, 2003.

2.3 AGENTES IMUNOSSUPRESSORES

O transplante de 6rgaos envolve cinco principios fundamentais que
contribuem para a minimizacao da rejeicao ao tecido transplantado.

Em primeiro lugar a preparacao adequada dos pacientes e a selecédo do
melhor doador HLA (antigenos do complexo principal de histocompatibilidade no
humano) e ABO compativel a disposicdo para doacdo do 6rgao (JANEWAY;

WALPORT; SHLOMCHIK, 2002).



Em segundo lugar, é usada uma abordagem multisequencial da terapia
farmacolégica imunossupressora. Varios agentes sao utilizados ao mesmo tempo,
cada um voltado para um diferente alvo molecular da resposta ao aloenxerto

(Quadro 1) (HONG; KAHAN, 2000).

O terceiro deles é assegurar a implantacdo imediata do enxerto e/ou
tratar a rejeicdo ja estabelecida com imunossupressdo mais intensa do que a
utilizada em longo prazo. Sendo assim, sao utilizados protocolos de indugéo

intensiva e manutencdo com doses mais baixas.

O principio seguinte trata da investigacdo de cada episodio de disfungéo
do transplante, incluindo avaliacdo para rejeicao, efeitos téxicos de farmacos e

infeccao.

O dltimo principio implica na reducao ou interrupcdo do uso do agente

terapéutico quando seus efeitos toxicos forem maiores que seu beneficio.

Os imunossupressores sao agentes que suprimem o sistema imune e por
isso desempenham um importante papel na manutencdao de enxertos de 6rgaos e
tecidos. As principais classes de farmacos usados hoje sdo: os glicocorticoides, os
inibidores da calcineurina e 0s agentes antiproliferativos/antimetabdlicos. Os
resultados clinicos obtidos por estes farmacos tém sido bastante significativos no
tratamento da rejeicdo imune aguda de 6rgaos transplantados. Entretanto, os

imunossupressores devem ser usados por toda a vida e acabam suprimindo



inespecificamente todo o sistema imune, expondo 0s pacientes a riscos maiores de

infecgoes e cancer (KRENSKY; STROM; BLUESTONE, 2003).

No Quadro 1, destacam-se 0s principais imunossupressores utilizados na
terapia de prevencao e/ou resgate da rejeicao e seus respectivos mecanismos de

acao:



Quadro 1

Locais de agao de alguns imunossupressores na ativacao dos linfécitos T.

FARMACO LOCAL DE ACAO

Glicocorticoide Elementos de resposta aos glicocorticdides

no DNA (regulagéo da transcricdo dos genes)

Muromonab-CD3 Complexo receptor das células T (blogueio do

reconhecimento dos antigenos)

Azatioprina Acido desoxirribonucléico (incorporacao de

Nucleotideos falsos)

Mofetil micofenolato Monofosfato de iosina desidrogenase (inibicéo

da atividade)

Daclizumab, basiliximab | Receptor da Interleucina-2 (bloqueio da ativagéo das

Células T mediada pela Interleucina-2)

Sirolimus Cinase protéica envolvida na progressao do ciclo

Celular (mTOR) (inibicao da atividade)

Ciclosporina Calcineurina (inibicao da atividade da fosfatase)

Tacrolimus Calcineurina (inibicao da atividade da fosfatase)

Fonte: KRENSKY; STROM; BLUESTONE (2003).

2.3.1 Corticosteroides

Os corticosteréides sao agentes antiinflamatérios e tém efeitos a varios
niveis da resposta imunolégica. Usados desde o inicio dos anos 60, acredita-se que
bloqueiam a produgéo de interleucinas 1, 2 e 6 pelas células apresentadoras de

antigenos. Estas drogas sdo normalmente dadas aos pacientes de transplantes



juntamente com um inibidor mitético, como por exemplo, a azatioprina, para prevenir
a rejeicao aguda. Os efeitos adversos dos corticosterdides incluem a hipertensao,
hiperlipidemia, doenca da Ulcera, diabetes, obesidade, catarata, osteoporose e
susceptibilidade a infecgdes. A maioria dos pacientes de transplantes sdo
administradas doses baixas de corticosteréide na duracdo de vida do transplante

(TAYLOR, WATSON, BRADLEY, 2005).

2.3.2 Muromonab — CD3

Anticorpo monoclonal anti-CD3 que exerce efeitos imunossupressivos
induzindo a diminuicao periférica de células T e modulagdao do complexo receptor de
células T (CD3/Ti). A imunoglobulina G purificada bioquimicamente é obtida através
da fusdo de células do mieloma de ratos com linfécitos oriundos de animais
imunizados para produzir hibridomas que secretam anticorpos especificos para
antigenos T3 (CD3) de linfécitos T de humanos. E frequentemente usado como um

agente imunossupressor em transplantes. (TAYLOR, WATSON, BRADLEY, 2005).

2.3.3 Azatioprina

E um potente inibidor mitético sendo normalmente administrada
imediatamente antes e depois do transplante, diminuindo a proliferagao dos linfécitos
T em resposta aos aloantigenos do transplante. A azatioprina atua na célula durante
a fase S do ciclo celular. E convertida em 6-mercaptopurina dentro das células
inibindo a producdo de adenosina monofosfato (AMP) e guanina monofosfato

(GMP), atrasando a proliferacao celular (TAYLOR, WATSON, BRADLEY, 2005).



2.3.4. Micofenolato Mofetil

O micofenolato mofetil (MMF) € uma pré-droga éster do imunossupressor
acido micofendlico (MPA), que age como um inibidor potente e reversivel da inosina
monofosfato desidrogenase (IMPDH), enzima chave na sintese de purinas de novo
dos linfocitos T e B em proliferacdo. O MPA age como um inibidor especifico para os
linfécitos humanos cuja proliferacédo é interrompida na fase S do ciclo celular, ja que
outros tipos celulares apresentam vias alternativas para a sintese de purinas e nao

bloqueadas pelo MPA (TONSHOFF, 1999; TAYLOR, WATSON, BRADLEY, 2005).

2.3.5. Daclizumab, Basiliximab

Sao anticorpos monoclonais anti-receptores de interleucina 2 (IL-2R), ou
seja, que blogueiam a fixacdo da interleucina-2 no receptor do linfécito ativado,
impedindo sua proliferacdo. Portanto, atuam em sinergismo com as drogas
imunossupressoras inibidoras da calcineurina (VINCENTI et al, 1998; TAYLOR,

WATSON, BRADLEY, 2005).

Estudos multicéntricos mostraram que estes anticorpos, quando
associados a esquema de imunossupressao triplice com a ciclosporina, a azatioprina
e a prednisona, reduzem em 30% o0s episodios de rejeicdo aguda nos seis primeiros
meses de transplante renal. Além disso, diminuem a incidéncia de rejeicdes agudas
esterdide-resistentes (KAHAN, RAJAGOPALAN, 1999, TAYLOR, WATSON,

BRADLEY, 2005).



Os anticorpos bloqueadores da interleucina-2 podem ser quiméricos
(humano/murino) como o basiliximab (Simulect®), ou humanizados, como o
daclizumab (Zenapax®). O anticorpo humanizado tem a vantagem de nao induzir a
producédo de anticorpo anti idiotipo e ter agdo mais prolongada do que o quimérico,
além de nao causar reacao de hipersensibilidade. Sdo utilizados antes e logo apés o
transplante, com acao farmacolégica que perdura durante 30 a 45 dias (basiliximab)
ou até 90 dias (daclizumab) (KIRKMAN et al, 1991; TAYLOR; WATSON; BRADLEY;

2005).

2.3.6. Sirolimus

E um antibidtico macrolideo do fungo Streptomyces higroscopicus
encontrado na ilha Rapa Nui, com potente atividade imunossupressora e anti-
proliferativa. Penetra livremente nas células, unindo-se a mesma imunofilina do
tacrolimus (FKBP12). Este complexo sirolimus-FKBP12 n&o inibe a calcineurina,
mas blogueia o sinal de transdugdo de uma proteina denominada mTOR
(mammalian target of rapamycin), essencial para a proliferacdo dos linfécitos durante
o ciclo celular. Sua atividade imunossupressora é exercida tardiamente no ciclo
celular quando comparada a ciclosporina e tacrolimus levando a sua interrupcéo no
final da fase G1, imediatamente antes da entrada na fase S (ETTENGER; GRIMM;
2001; TAYLOR; WATSON; BRADLEY, 2005). Agem como inibidores do sinal de
proliferacdo de crescimento das células musculares lisas e linhagens
hematopoiéticas. Em modelo pré-clinico o sirolimo foi capaz de reduzir a incidéncia e
severidade de rejeicdo aguda quando associado a ciclosporina e tacrolimus, porém

com efeito inesperado no que se refere a funcéo renal, na medida em que pacientes



em uso de sirolimo apresentaram valores maiores de creatinina ao final do

tratamento (OELLERICH et al, 2004; TAYLOR, WATSON, BRADLEY, 2005).

2.3.7. Ciclosporina

A Ciclosporina (CSA), potente imunossupressor, € um decapeptideo
fungico originado do Tolypocladium inflatum (BOREL, KIS 2001) e foi introduzido na
década de 70 para provavel uso em transplante de 6rgaos sélidos (SCHUTZ et al,
1998). No entanto, seu uso efetivo ocorreu em 1983 no European Multicenter Trial
Group e, a partir desta data, vem melhorando substancialmente a sobrevida de
doentes, pacientes submetidos a transplantes cardiaco, renal, hepatico, pancreatico

e pulmonar (MCMILLAN, 1989).

O mecanismo de acado da ciclosporina € muito semelhante ao do
tacrolimus . Ambos formam complexos com suas respectivas imunofilinas (ciclofilina
e FKBP-12) e o complexo droga-receptor inibe a atividade fosfatase da calcineurina,
uma enzima calcio-calmodulina dependente, levando a reducao na producao de
interleucina 2 (IL-2). In vitro, o tacrolimus € 10 a 100 vezes mais potente que a
ciclosporina (DUNN et al, 2001; SCOTT et al, 2003; TAYLOR; WATSON; BRADLEY;

2005).

A ciclosporina e o tacrolimus sao extensamente metabolizados pelo
figado e mucosa intestinal através das isoenzimas do CYP3A4 e da glicoproteina P.
Sendo assim, varias drogas metabolizadas pelo mesmo sistema podem alterar sua

farmacocinética, pela inibicdo competitiva ou indugado. Tal fator € extremamente



importante na pratica clinica diaria. Por exemplo, drogas bastante empregadas como
os anti-fungicos, anti-bacterianos, aumentam bastante os niveis dos inibidores de

calcineurina. (DUNN et al, 2001).

Apesar das semelhancas entre ambos, existem algumas diferencas na
incidéncia de efeitos colaterais. Por exemplo, a ciclosporina associa-se a ocorréncia
bastante freqlente de hiperplasia gengival e hipertricose, efeitos colaterais
revertidos com a mudanca para tacrolimus, aspecto bastante relevante na populagao
de adolescentes (DUNN et al, 2001; SCOTT et al, 2003). Também foi observado que
a prevaléncia de hipertensdao e hiperlipidemia € menor com tacrolimus, quando

comparado a ciclosporina.

Estudos publicados na fase inicial de introducédo do tacrolimus sugeriam
aumento na incidéncia dos casos de diabetes mellitus e doenca linfo-proliferativa
pds-transplante, provavelmente decorrente da alta exposicdo inicial do paciente a
droga, entdo empregada em niveis sanguineos acima dos niveis atualmente
propostos. De fato, estudos mais recentes randomizados demonstraram incidéncia
semelhante de diabetes mellitus (TANABE, 2003; TROMPETER, 2002; SCOTT et
al., 2003) e doenca linfo-proliferativa entre ambos (DUNN et al., 2001; SCOTT et al.,

2003; TANABE, 2003).

Estudos recentemente publicados indicam ser a imunossupressao com
tacrolimus mais eficaz quando comparada a CSA micro emulsao no que se refere a
sobrevida do enxerto, incidéncia e severidade de rejeicdo aguda, funcdo renal ao

longo prazo, bem como rejeicées cortico-resistentes (TROMPETER et al., 2002;



NEU et al, 2003; KARI, TROMPETER, 2004). Outra forma de emprego do
tacrolimus, ndo aplicavel a ciclosporina, € na terapia de resgate dos episodios de

rejeicdo aguda (SCOTT et al., 2003).

2.3.8 Tacrolimus

O tacrolimus foi descoberto em 1987 pelos japoneses T. Goto, T. Kino e
H. Hatanaka, encontrado em fungos presentes em solo japonés e é produzido a
partir de um tipo de bactéria, Streptomyces tsukubaensis. Seu nome é devido a
“Tsukuba macrolide immunosuppressant’ (KINO et al., 1987). E um antibidtico
macrolidio que possui férmula C44HgesO12, massa molecular de 804,018 g/mol (Figura
4), que possui potente atividade imunossupressora e anti-proliferativa (HOOKS,

1994). Nao é um antimetabdlito, ou seja, analogo estrutural (GOTO et al., 1987).

Produzido pela empresa Astellas Pharma Inc. e foi liberado pelo Food
and Drug Administration (FDA) em 1994 para uso em transplante de figado, mas é

usado também para transplantes de rim, coracdo, pancreas e outros.

E altamente lipofilico e apresenta uma farmacocinética variavel. Apds
administracdo oral, sua absorcdo € pobre e incompleta, embora nao seja
influenciada pela bile o que representa uma vantagem particular dessa droga no
transplante hepatico. Sua concentracdo maxima é alcangcada em 60 minutos, depois
€ distribuido pelo organismo ligado a proteinas plasmaticas e hemacias e

posteriormente, sofre metabolizacao resultando mais de quinze metabdlitos. A meia-



vida de eliminagéo é de cerca de dez horas, sendo maior em criancas e reduzida na

presenca de severa disfuncao hepatica (HOMBO et al, 1987; HOOKS, 1994).

Fig. 4. Estrutura quimica do Tacrolimus. Fonte: KRENSKY; STROM; BLUESTONE (20083).

Como ja mencionado, o uso clinico do Tacrolimus € crescente, sendo
considerada atualmente a droga base em mais de 80% dos transplantes hepaticos e
30% dos transplantes renais (GARCIA et al., 2004). Hoje também ¢é utilizado para
tratamento de dermatite atépica e do vitiligo entre outros distlrbios dermatol6gicos

(CALLES; CASADOQ; PINTO, 2005)..

Embora sua estrutura seja diferente, tem acao semelhante a ciclosporina.
Atua inibindo a ativacado das células T, bloqueando a calcineurina (GARCIA et al.,

2004).



Mecanismo de acao

O Tacrolimus (FK506) nao atua ‘“intrinsecamente” como
imunossupressor, ele “adquire fungao” quando se liga a uma proteina intracelular
(FKBP-12), que é uma imunofilina relacionada estruturalmente com a ciclofilina.
Logo em seguida é formado um complexo FBK-12-tacrolimus, célcio, calmodulina e
calcineurina, como resultado ocorre a inibicao da atividade da fosfatase desta ultima
enzima. A inibicdo da fosfatase impede a desfosforilacdo e a translocacao nuclear
do NFAT que esté envolvido na sintese de interleucinas, como a interleucina 2, pelas
células T ativadas. Com a inibicao da fosfatase citoplasmatica,ocorre a inibicao da

ativacao dos linfécitos T (PLOSKER; FOSTER, 2000).
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Fig. 5. Mecanismo de acao da ciclosporina (CSA) e do tacrolimus (FK506). A ciclosporina e
o tacrolimus ligam-se as imunofilinas ciclofilina e proteina de ligacdo do FK506 (FKBP-12 —

fk-binding protein isoenzyme 12), respectivamente, formando um complexo que se liga a



calcineurina fosfatase e inibe a desfosforilacdo catalisada pela calcineurina (CaN), que é
essencial a transferéncia do fator nuclear das células T ativadas (NFAT) para dentro do
nucleo. O NFAT é necessério a transcricao da interleucina 2 e outras citocinas associadas
ao crescimento e a diferenciacao (linfocinas). NF-Atc — Componente citoplasmatico do fator
nuclear de linfécito T ativado; NF-Atn — Componente nuclear do fator nuclear de linfocito T

ativado. Fonte: STEPKOWSKI (2000.)

Estudos multicéntricos tém demonstrado que essa droga, quando
associada a azatioprina e ao micofenolato mofetil, diminui a incidéncia de rejeicao
aguda nos seis primeiros meses de transplante renal (PIRCH et al., 1997; MAYER et
al.,1997; KNOLL; BELL,1997; JONHSON et al, 2000). Sua eficacia tem sido
demonstrada como tratamento de resgate da rejeicdo aguda resistente ao

tratamento convencional (VICENTI ; JENSI; FILO, 2002).

As doses orais iniciais recomendadas sdo de 0,2 mg/kg/dia para
pacientes adultos que receberam transplantes renais. Em geral pacientes
pediatricos, comparados com os adultos, necessitam de doses maiores. Estas doses
sdo administradas por longos periodos para a manutencdo do enxerto (SHAPIRO,

1998).

Efeitos colaterais

Os efeitos colaterais sao freqlentes, especialmente disfungdo renal,

hiperglicemia e distarbios neurologicos e mentais (VENKATARAMANAN, et al.,

1991).



O risco de ocorréncia de infecgbes bacterianas, virais, fungicas e por
protozoarios estda aumentado em relacdo a populacédo geral. Podem ocorrer novas
infeccdes, localizadas ou generalizadas, ou infeccdes em curso podem ser

agravadas apés o uso desta droga (STAATZ, et al., 2001).

O tacrolimus altera a hemodindmica glomerular com reducéo da filtragcao,
alteracdo em caracteristicas histolégicas caracterizadas pela presenca de
vacuolizacao tubular, fibrose intersticial e hialinose e com seu uso continuo e em

altas doses leva a nefrotoxicidade (BARROS et al., 1987).

Disfuncées renais agudas ou cronicas podem se manifestar por
insuficiéncia renal aguda e crbnica, sindrome hemolitico-urémica, hematuria,

proteindria, hidronefrose e glomerulopatias diversas (SCOTT, et al., 2003).

Hiperglicemia e diabete insulino-dependente ocorrem em até 30% dos
pacientes. Na maioria dos casos, ocorre melhora com a reducdo da dose dos

imunossupressores (SCOTT, et al., 2003).

Efeitos sobre o sistema nervoso central sdo igualmente frequentes,
especialmente tremores, cefaléia e parestesias. Quase sempre, esses efeitos
limitam pouco as atividades cotidianas e respondem a redugao da dose do farmaco.
Convulsbées nao sao raras, especialmente se coexiste infeccao no sistema nervoso
central ou se outras drogas neurotdxicas sao co-administradas (ganciclovir
eimipenem, principalmente). Pode ocorrer agitagdo, ansiedade, labilidade emocional,

confusdo mental, depressao ou euforia, distlrbios da cognicdo, pesadelos, insbnia,



sonoléncia, vertigem, enxaquecas, mioclonias, amnésia e neuropatias periféricas

(FRIEMANN, et al., 1998; SCOTT, et al., 2003).

A literatura relata a ocorréncia de leucoencefalopatia fatal em uma
mulher de 37 anos com 12 semanas de transplante cardiaco fazendo uso do
tacrolimus. A hipotese é que a neurotoxicidade esta associada a diminuicdo da

barreira hematoencefalica (KACSMARECK et al., 2003).

A hipertensao arterial sistémica ndo é rara apés o transplante de figado,
podendo ser desencadeada ou agravada pelo tacrolimus. Alguns casos de
cardiomiopatia hipertréfica, principalmente em criangas, que desaparece com a
interrupgdo do uso do medicamento, tém sido descritos. Distarbios do ritmo
cardiaco, infarto agudo do miocardio, fenébmenos tromboembdlicos, entre outros,

foram atribuidos ao farmaco, em casos isolados (FRIEMANN, et al., 1998).

Anemia, leucopenia ou leucocitose, plaquetopenia, pancitopenia,
eosinofilia, alargamento dos tempos de protrombina e tromboplastina podem ocorrer.
Tromboses, sangramentos de visceras e purpura trombocitopénica trombaotica foram
descritos. Sindromes linfoproliferativas podem ocorrer, especialmente em criancas
infectadas pelo virus Epstein Barr, através do enxerto ou de hemoderivados

administrados durante ou apés o transplante (SCOTT, et al., 2003).

Hipercalemia, hipomagnesemia e hiperuricemia sdo as alteragbes

hidroeletroliticas mais freqlientes. Foram relatadas a ocorréncia de hipocalemia, hipo



ou hipernatremia, hipo ou hiperfosfatemia, aumento da amilase e da creatina

fosfoquinase e alteracdes do equilibrio acido-base (SCOTT, et al., 2003).

Nauseas, vomitos, diarréia e alteracoes das enzimas hepaticas também

foram descritos. (ASTELLAS PHARMA US INC. 2005).

Febre, artralgias, mialgias, caimbras, astenia, ginecomastia, alopécia,
prurido, catarata, fotofobia, diplopia, glaucoma, nistagmo e disturbios da audicao

foram relatados (JANSSEN-CILAG FARMACEITICA LTDA., 2000).

Casos isolados de insuficiéncia hepatica aguda, cirrose e necrose
hepatica, pancreatite aguda, fibrose pulmonar eosinofilica, alcalose respiratéria,

entre outros efeitos incomuns foram descritos .

Tacrolimus e Reproducao

O Tacrolimus é transferido através da placenta (SATCHELL, et al., 2000),
sendo recomendado seu uso durante a gravidez, somente se o beneficio para mae
justificar o risco potencial ao feto, ja que estudos com animais demonstraram que
este farmaco pode ser teratogénico (ALBENGRES; LE LOUET; TILLEMENT, 1997),

levando a alteragdes no desenvolvimento do embrido (LEMONICA, 1996).

Jabiry-Zienniewicz et al. (2006), relataram sucesso em quatro gestacoes
pds-transplante hepatico, onde as pacientes estavam utilizando o tacrolimus. Nao

foram observados abortos espontdneos e s6 houve um episddio de rejeicdo aguda



em 23 semanas de gestagdo, mas que foi atribuido ao fato da paciente ter
interrompido o uso do tacrolimus, o que nao foi considerado como uma complicacao
decorrente da gravidez. A complicacdo mais comum foi 0 nascimento prematuro com
baixo peso corporal. Nao foram observadas malformacdes estruturais nos recém-

nascidos.

Estudos semelhantes foram realizados por Gutiérrez et al. (2005) que
observaram 43 gestagdes em 35 pacientes que haviam sofrido transplante renal e
que apresentavam funcionamento normal dos mesmos. Houve 19 abortos, sendo
nove espontaneos e dez, como indicacdo terapéutica devido as complicacoes
maternas apresentadas. No total foram 24 gestagcdes bem sucedidas, das quais
oitogestacdes resultaram em nascimentos prematuros. A hipertensdo arterial
maternal foi a complicacdo mais observada, a preeclampsia ocorreu em nove

gestacdes. Nenhum episodio de rejeicao aguda foi observado.

Em estudos realizados em ratos e coelhos, foram observados efeitos
adversos, quando foram utilizadas dosagens elevadas que foram tdxicas para as
fémeas. Foi associado a toxicidade materna quando administrado por via oral em
doses de 0,32 e 1 mg/kg de tacrolimus durante o periodo de organogénese em
coelhos e ainda ao aumento do nimero de abortos. Quando administrados a ratas,
durante a organogénese, também na dosagem de 1,0 a 3,2 mg/kg (equivalente a
0,7-1,4 e 2,3-4,6 vezes a faixa de dose clinica recomendada baseada na adequacao
para a area da superficie corporal) por via oral, ocasionou toxicidade materna,
aumento na reabsorcao tardia, decréscimo no numero de nascimentos vivos e

diminuicdo no peso e na viabilidade dos filhotes (GEWIRTZ; SITARAMAN, 2002).



N&ao foram encontradas referéncias sobre os efeitos do tacrolimus no periodo entre a

fertilizacado e a etapa de implantagao do blastocisto.

2.4 ASPECTOS GERAIS DO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

O desenvolvimento do mamifero tem inicio na fertilizagdo, que culmina
com a unido dos pré nucleos feminino e masculino resultando na formagédo do
zigoto, que ocorre normalmente na tuba uterina. Durante o percurso pela tuba
uterina em direcdo ao Utero, o zigoto sofre a clivagem sucessiva que origina a
morula e logo em seguida leva ao desenvolvimento do blastocisto precoce, estrutura

gue apresenta espacos entre os blastémeros internos (MOORE; PERSAUD, 2004)

O blastocisto se desenvolve através do aparecimento de cavitacdo entre
os blastébmeros da mérula. A principio, quando a cavidade é rudimentar, o blastocisto
€ denominado de precoce ou inicial, e pode ser encontrado na tuba uterina, préximo
a juncado utero tubaria, mas freqientemente se encontra no utero (SOUZA;
GUERRA; PETERS, 1997; MOORE; PERSAUD, 2004). Logo em seguida, a
cavidade existente entre os blastémeros é ampliada dando origem ao blastocisto
expandido, que apresenta estrutura que consta de trofoectoderma — camada celular
externa; blastocele — cavidade interna - e macico celular interno — aglomerado de
células, agrupadas em um dos pélos. A zona pellcida desaparece quando da

implantagao (MOORE; PERSAUD, 2004).



A fase que antecede a implantacao, fase pré-implantacao, representa um
periodo de autonomia relativa do embrido. Nesta fase o embrido ndo depende
apenas da circulacdo materna, mas necessita das secrecOes tubarias para sua

manutencao e desenvolvimento e ainda de secregdes autdcrinas (O’'NEILL, 1998).

Para que o blastocisto se desenvolva passando da fase inicial, ele
precisa implantar-se no Utero. Sua implantagdo é decorrente de uma série de
interacées bioquimicas e fisicas entre o blastocisto e o Utero, onde ocorre um
contato intimo com o endométrio (ACOSTA, 1994), que permite um intercambio de

nutrientes e material de descarte (PARR; PARR, 1989).

No ser humano, a implantacédo do blastocisto se faz na regiao posterior e
superior do Utero enquanto que no rato, ocorre na regido mesometrial do Utero

(MAGANHA; PETERS; GUERRA, 2002).

2.4.1 Alteracoes do ambiente e suas consequéncias para o desenvolvimento

embrionario.

Na fase de pré-implantacao, o embrido parece estar mais susceptivel a
letalidade do que a teratogenicidade. Segundo a World Health Organization
(WHO,1984), durante a fase de pré-implantacdo, periodo entre a concepcéao e a
implantagdo, o blastocisto parece ser muito sensivel a acdes de substancias

quimicas, resultando em nenhum efeito ou em morte do blastocisto.



A resposta decorrente da toxicidade em humanos é o aborto espontaneo,

dos quais cerca de 50% nao sao percebidos pela mulher (SHAPIRO; BROSS, 1980).

Calcula-se que cerca de 10 a 20% das gestagdes terminem em aborto
(MANSON; KANG, 1994, MOORE; PERSAUD, 2004), determinando algum tipo de
selecédo natural, pois se sabe que mais de 90% dos fetos com malformagdes sao
abortados no inicio da gestacdo e que 60% dos abortos que ocorrem no primeiro
trimestre da gestacado tém anormalidades cromoss6micas (WHO, 1984, BYRNE et

al., 1985 apud HOLMES, 1994).

Outros fatores, que interfiram com a producao hormonal adequada, com
0 ambiente quimico uterino ou secrecao de substancias téxicas no ambiente uterino
podem resultar na morte do embrido. Segundo Leménica (1996), a ingestdo de
drogas de abuso, alimentos contaminados ou farmacos, sdo causas conhecidas de

malformagdes fetais, como exposto anteriormente.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 MODELO EXPERIMENTAL

Foram usadas 120 ratas Wistar (Rattus norvegicus, Berkenhout,1769),
nuliparas, com trés meses de idade, pesando entre 190 e 2309, obtidas no Biotério

do Centro de Biologia da Reproducédo — Universidade Federal de Juiz de Fora.

As fémeas foram inseminadas usando-se machos de fertilidade
comprovada. A presenca de espermatozdide no esfregaco vaginal realizado na
manha do dia seguinte ao acasalamento, foi tomada como constatacdo da
inseminacdo e considerou-se este, o 12 dia de prenhez (TONG et al., 2000, ROUT;

ARMANT, 2002).

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As ratas inseminadas foram mantidas em gaiolas de polipropileno,
providas de camas de maravalha selecionada; com mamadeira para agua filirada e
cocho para ragao do tipo peletizada. Para suprir a necessidade energética dos
animais foi disponibilizado, em média, 25g de racdo e 50ml de agua por dia
(Canadian Council on Animal Care. Guide to the care and use of experimental

animals, 1996).

As gaiolas permaneceram em estantes climatizadas onde séao

controladas temperatura e ventilacdo. A iluminacdo da sala é mista, natural e



lampadas incandescentes, sendo as Ultimas controladas automaticamente para

acenderem as 6:00 e apagarem as 18:00 horas.

As ratas inseminadas foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos
Gl e Gll contendo 60 animais cada que foram submetidos aos procedimentos do

Experimento | e Il, respectivamente:

Experimento | — Avaliacao do periodo de pré-implantacao (transito tubario)

Os animais do Grupo Gl foram subdivididos em 4 grupos, sendo um

controle (C1) e 3 tratados (T1, T2 e T3).

Os animais do grupo Controle (C1) receberam 0,5 ml de agua destilada

administrada por via intragastrica, duas vezes ao dia, com intervalo de 12 horas.

Os animais do grupo tratado (T1, T2 e T3) receberam tacrolimus diluido
em 0,5 ml de agua destilada nas doses: dose 1 (1mg/Kg/dia), dose 2 (2mg/Kg/dia) e
dose 3 (4mg/kg/dia), pela mesma via e intervalo de tempo. O tratamento foi feito do

primeiro ao quinto dia de prenhez e a eutanasia no 15° dia de prenhez.

Experimento Il — Avaliacao do periodo de implantacdao

Os animais do Grupo Gll foram subdivididos em quatro grupos. Grupo

controle (C2) e tratados (T4, T5 e T6) com 15 animais cada. Estes animais

receberam o mesmo tratamento feito aos do experimento I, ou seja, o grupo Controle



recebeu agua destilada e os Tratados receberam a solu¢cdo aquosa de tacrolimus
nas mesmas concentragdes, vias e intervalo de tempo descritos no experimento |,
variando apenas o periodo de tratamento que foi realizado do 5% ao 7%-dia de

prenhez. Os animais foram eutanaziados no 152 dia de prenhez.

Eutanasia

Realizou-se a eutanasia dos animais dos grupos experimentais | e Il, no
152 dia de prenhez através de aprofundamento anestésico Ketamina (via
intraperitoneal) e Xilazina (via intramuscular) nas doses de 10mg/kg a 2% e
100mg/kg a 5%, respectivamente. Foram observados os sinais de batimento

cardiaco e respiracao para constatacdo da morte dos mesmos.

Procedéncia e Dose do Tacrolimus

O Tacrolimus utilizado (Prograf®,- Jansen-Cilag Farmacéutica LTDA.)
corresponde a capsulas dos lotes 5C5133A, 5C5116B e 5C5131B, apresentadas em

embalagens contendo 50 capsulas de 5mg.

Para determinacdo da dose do Tacrolimus, considerou-se a dose
utilizada por Ochiai et al. (1987), que relatam que a dose minima efetiva necessaria,
quando administrado por via oral, para manutencao do transplante em ratos é de

1mg/kg/dia.



Foram administradas trés doses distintas de Tacrolimus (FK506 -

PROGRAF®), correspondendo a 1mg/Kg/dia, 2mg/Kg/dia e 4mg/kg/dia.

3.3 AVALIACAO DA TOXICIDADE MATERNA

Durante todo o periodo do experimento | e Il, as fémeas foram
examinadas para avaliar sinais clinicos indicativos de toxicidade materna, tais como
piloerecdo, movimentos estereotipados, alteracdo da motilidade do animal (durante
30 minutos apds a administracdo do farmaco ou agua), diarréia, perda de peso,

reducdo de consumo de alimento, perdas sanguineas vaginais e mortes.

O consumo de racdo foi estimado pela diferenga entre a quantidade
colocada no cocho em um dia e 0 que restou no outro. O peso corporal foi obtido no
primeiro dia de tratamento, ao término do tratamento e na data do sacrificio do

animal.

Durante a anestesia para a eutanasia, amostra de sangue foi obtida por
puncgao cardiaca, para andlise hematoldgica e bioquimica de colesterol, triglicérides,

TGO, TGP, uréia e creatinina.

Orgéos maternos, como o figado e rim foram retirados e pesados para se

observar possiveis sinais de toxicidade.



3.4 AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

Apoés a eutandsia dos animais nos Experimentos | e |l, as ratas foram
laparotomizadas, e foram removidos os cornos uterinos, ovidutos e ovarios. Cada
ovario foi pesado individualmente e os corpos luteos contados em cada ovario Os
cornos uterinos foram secionados longitudinalmente e seu conteudo examinado para
identificacdo de fetos vivos (presenca de batimentos cardiacos), reabsorgdes e fetos

mortos.

Fetos e placentas foram pesados, agrupados por ninhada e o peso médio

obtido pela divisdo do peso total pelo numero de fetos e de placentas.

Apos fixacdo em Bouin por cerca de 60 minutos, os fetos foram
examinados sob microscopio esteroscopico para avaliar a morfogénese da face, dos

membros e fechamento do tubo neural.

3.5 PROCESSAMENTO ESTATISTICO

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica pelo teste
ANOVA, uma via para comparacdo de dados continuos, seguidos do teste de
Dunnet ; teste de Kruskall Walis para dados ndo paramétricos e teste de Chi-
quadrado para computacao de dados descontinuos. O nivel de significancia dos

testes foi a = 0,05.



O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica na

Experimentacdo Animal-UFJF sob o n°035/2005.



4. RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA TOXICIDADE MATERNA

Nao foram encontrados indicios clinicos de toxicidade materna, tais
como, piloerecdo, alteragdo da motilidade, diarréia, movimentos estereotipados,

perdas sanguineas vaginais € mortes, nos experimentos | e Il.
Experimento I - Periodo de Transito tubario
Os pesos corporais das ratas controles e tratadas com Tacrolimus em

diferentes doses, no primeiro, no quinto e no 152 dia de prenhez antes e apds a

eutanasia sao apresentados na Fig. 6.
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Fig. 6. Peso corporal de ratas tratadas com agua destilada (C1) e Tacrolimus 1,0 mg/kg/dia
(T1), 2,0mg/kg/dia (T2) e 4,0mg/kg/dia (T3), do 1% ao 5° dia de prenhez. *15% dia peso
corporal sem trato reprodutor.



N&o houve alteragéo significativa em relacao ao peso corporal entre os

grupos.
A Fig. 7 representa a estimativa de consumo de ragdo pelas maes

tratadas do primeiro ao quinto dia.
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Fig. 7. Consumo de racdo de ratas tratadas com agua destilada (C1) e Tacrolimus 1,0
mg/kg/dia (T1), 2,0mg/kg/dia (T2) e 4,0mg/kg/dia (T3), do 12ao0 5% dia de prenhez.
Observando a Fig. 7 nota-se que os grupos C1, T1 e T2, apresentaram
consumo semelhante durante os cinco primeiros dias, equivalentes aos dias de
tratamento, sendo que os grupos T2 e T3 tiveram um aumento no consumo no
terceiro dia de tratamento. Os grupos C1 e T1 mantiveram um consumo crescente e
com valores semelhantes, durante o experimento. A partir do sexto dia, os grupos T2
e T3 consumiram mais racdo do que os grupos controle e T1. Entretanto estas

flutuacdes nao apresentam significado biolégico.



Na Tabela 1 encontram-se os parametros hematoldgicos das ratas

tratadas do primeiro ao quinto dia de prenhez, e no dia da eutanasia.

Tabela 1. Parametros hematol6gicos de ratas tratadas com agua destilada (C1) e
Tacrolimus 1,0 mg/kg (T1), 2,0mg/kg (T2) e 4,0mg/kg/dia (T3), do 12ao 5° dia de prenhez, e
no dia da eutanasia.

Parametros Controle 1 Tratado 1 Tratado 2 Tratado 3
hematoldgicos n(15) n(15) n(15) n(15)

Hematimetria 6.26+0,68 5.40+1,56 6,44+5,51 6.44+1,31
(milhdes/mm?)
Hematocrito (%) 38,60+2,06 38,53+2,50 40,27+3,10 39,47+2,61
Leucdcitos totais 5873+2890 644013634 632419399 496611486
(cel/mmd)
Linfécitos (%) 62,47+£10,24 62,7317,66 59,3317,56 62,00£8,43
Segmentados (%) 31,9318,14 30,60%7,95 33,93%7,63 32,2748,22
Bastonete (%) 1,87+1,25 2,40+1,24 3,07+1,49 2,73+1,22
Eosinofilo (%) 0,93+1,62 1,33+1,80 1,33+1,11 1,60+£1,30
Mondcito (%) 2,20+1,97 3,00+2,14 2,33+1,34 1,40+0,91
Hemoglobina 12,0510,75 11,61+1,03 11,9410,57 12,0310,72
(g/dL)
VGM (1) 63,00+8,67 77,93+29,79 65,20+8,78 62,93+10,05
HGM (mg) 19,7312,68 23,60+8,45 18,67+1,29 19,071+2,84
CHGM (%) 31,40+2,29 30,60+2,53 29,07+2,52 30,60+2,74

Resultados expressos em média + desvio padrao (nUmero de casos)
VGM = Volume corpuscular médio; HGM = Hemoglobina corpuscular média; CHGM =
Concentracao de hemoglobina corpuscular média.

hematoldgicos analisados entre os grupos acima citados.

Nao houve diferencas significativas em

relacdo aos parametros



Na Tabela 2 estdo relacionados os parametros bioquimicos das ratas

tratadas do primeiro ao quinto dia de prenhez, e no dia da eutanasia.

Tabela 2. Pardmetros bioquimicos de ratas tratadas com agua destilada (C1) e Tacrolimus
1,0 mg/kg/dia (T1), 2,0mg/kg/dia (T2) e 4,0mg/kg/dia (T3), do 12ao 5% dia de prenhez, e no
dia de eutanasia.

Parametros Controle 1 Tratado 1 Tratado 2 Tratado 3

bioquimicos n(15) n(15) n(15) n(15)

Colesterol mg/dl  49,65+11,49 69,35+19,88 63,26+26,98 61,41+13,52*

Triglicérides 165,87+59,91 133,07+£82,17 148,80+£70,24  148,77+105,38
mg/dl

TGO U/L 83,80+44,95 74,80+39,44 46,53+17,43" 48,67+12,49*
TGP U/L 39,93£10,85 42,27+11,93 37,07+7,25 38,3319,04
Uréia mg/dl 60,67+8,22 54,20+12,62 58,60+9,91 48,33+10,54"
Creatinina mg/dl 0,52+0,14 0,58+0,19 0,45+0,05 0,32+0,09*

Resultados expressos em média + desvio padréo (numero de casos). *p<0,05 em relagéo
ao grupo controle .

Houve reducdo de creatinina entre no grupo T3, da concentracéo
plasmatica TGO nos grupos T1, e T3, na concentragdo de uréia no grupo T3 e de

colesterol no grupo T3.

A Tabela 3 mostra o peso corporal corrigido e de érgdos maternos das

ratas tratadas do primeiro ao quinto dia.



Tabela 3. Peso corporal corrigido e de érgaos maternos em ratas Controles (C1) e tratadas
com Tacrolimus 1,0 mg/kg/dia (T1), 2,0mg/kg/dia (T2) e 4,0mg/kg/dia (T3), do 12ao0 52 dia de
prenhez.

Peso (g) Controlei Tratado 1 Tratado 2 Tratado 3
Corporal

Corrigido ~ 204,9+9,84(15) 206,3+9,97(15)  210,4+12,67(15) 210,2+16,07(15)
Figado 9,2+0,84(15) 8,9+0,62(15) 9,2+1,11(15) 9,2+1,03(15)
Rim D 0,7+,06(15) 0,7+0,07(15) 0,8+0,08(15) 0,8+0,10(15)
Rim E 0,7+0,07(15) 0,7+0,08(15) 0,8+0,07(15) 0,8+0,10(15)
Rins D+E 1,5+0,12(30) 1,5+0,15(30) 1,6+0,15(30) 1,8+0,20(30)

Resultados expressos em média + desvio padrao (numero de casos).
Peso corporal corrigido = peso corporal sem Utero, ovarios e tubas.
Rim D = rim direito; Rim E = rim esquerdo; Rim (D+E) = rim direito + esquerdo.

Observando-se peso corporal materno corrigido € pesos de 6rgaos,

verifica-se que nao ocorreram diferencgas significativas entre os grupos.

Experimento Il - Periodo de implantacao do blastocisto

Na Fig. 8 encontram-se relacionados os pesos corporais das ratas
controles (C2) e tratadas (T4, T5 e T6) com Tacrolimus em diferentes doses, no
quinto e no sétimo dia e, ainda, no 152 dia de prenhez antes e apds a retirada do

trato reprodutor.
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Fig. 8. Peso corporal de ratas tratadas com agua destilada (C2) e Tacrolimus 1,0 mg/kg
(T4), 2,0mg/kg (T5) e 4,0mg/kg/dia (T6), do 5%ao 72 dia de prenhez. *Peso corporal apds
remocao do trato reprodutor. *p<0,05.

Nao foram observadas variacdes no peso corporal dos grupos analisados
sendo que todas as ratas ganharam peso entre o inicio da gestagao, o tratamento e

a data da eutanasia.

Na Fig. 9 encontra-se o consumo de racdo de ratas tratadas com agua
destilada (C2) e Tacrolimus 1,0 mg/kg/dia (T4), 2,0mg/kg/dia (T5) e 4,0mg/kg/dia

(T6), do 5%a0 72 dia de prenhez.
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Fig. 9. Consumo de ragao de ratas tratadas com agua destilada e Tacrolimus do 5% ao 72
dia de prenhez. *p<0,05 em relagcédo ao grupo controle .

Nota-se a queda do consumo de racado no dia subsequiente ao tratamento
com agua destilada e Tacrolimus em todos os grupos tratados do quinto ao sétimo
dia. Entre o sexto e o oitavo dia 0 consumo aumentou gradativamente, sendo que do
nono dia até o final do experimento, este consumo foi intensificado, com destaque

para o grupo T6 que apresentou consumo médio superior aos demais grupos.

A Tabela 4 apresenta os dados referentes aos parametros hematolégicos

de ratas tratadas do 5- ao 7- dia de prenhez, e no dia da eutanasia.



Tabela 4. Parametros hematologicos de ratas tratadas com &gua destilada (C2) e
Tacrolimus 1,0 mg/kg (T4), 2,0mg/kg (T5) e 4,0mg/kg/dia (T6), do 5%ao 72 dia de prenhez.

Parametros Controle 2 Tratado 4 Tratado 5 Tratado 6
hematoldgicos n(15) n(15) n(15) n(15)
Hematimetria 6,03+0,84 6,31+0,57 6,99+1,17 6,03+1,61

(milhdes/mm?3)

Hematécrito (%) 39,40+3,02 37,87+2,07 38,87+2,07 38,00+3,09
Leucdcitos totais 6063 +910 6033+1769 7003+275 4796+1163
(cel/mmd)

Linfécitos (%) 62,60+10,21 62,33+94,81 59,07+6,23 62,93+6,25
Segmentados (%) 31,20+9,81 30,7318,47 32,13+4,52 31,2716,28
Bastonete (%) 2,33+1,11 2,87+1,81 2,93+1,28 2,73+1,33
Eosindfilo (%) 1,33+1,40 1,27+1,71 1,47+1,25 0,60+0,91
Mondcito (%) 2,53+1,92 2,20+2,27 4,33+1,45 2,40+£1,92
Hemoglobina (g/dL)  12,34+0,66 12,32+0,76 12,59+1,10 12,63+1,31
VGM () 64,7316,54 60,13+4,31 56,80+7,88 59,93+17,77
HGM (mg) 20,27+1,98 20,00+2,59 18,33+2,02 23,0048,94
CHGM (%) 31,47+3,11 32,80+1,47 32,331+2,35 33,40%4,01

Resultados expressos em média + desvio padrao (nUmero de casos).
VGM = Volume corpuscular médio; HGM = Hemoglobina corpuscularr média; CHGM =
Concentracao de hemoglobina corpuscular média.

Os resultados obtidos ndo demonstraram alteragdes significativas entre

0S grupos experimentais.

Na Tabela 5 estdo descritos os dados referentes aos pardmetros

bioquimicos das ratas tratadas do 5- ao 7- dia de prenhez, e no dia de eutanasia.



Tabela 5. Parametros bioquimicos de ratas tratadas com agua destilada (C2) e Tacrolimus
1,0 mg/kg/dia (T4), 2,0mg/kg/dia (T5) e 4,0mg/kg/dia (T6), do 52ao 72 dia de prenhez, e no
dia de eutanasia.

Parametros Controle 2 Tratado 4 Tratado 5 Tratado 6

bioquimicos n(15) n(15) n(15) n(15)

Colesterol mg/dl  67,13+16,14 71,82+24,85 121,17+222,74 58,97+28,43

Triglicérides 168,13+77,14 130,00+47,66 221,73+139,11 146,87+69,20
mg/d|

TGO U/L 67,80£18,92  67,33+12,63 79,80+40,46 44,93+18,59"
TGP U/L 37,07+11,76 37, £13,92 29,00£11,56 32,2048,12
Uréia mg/dl 61,27£30,73  61,33+11,81 62,73+9,53 50,20+11,80
Creatininamg/dl  0,54%0,15 0,55+0,13 0,49+0,10 0,50+0,34

Resultados expressos em média + desvio padrao
* p<0,05 em relacao ao grupo controle

Os parametros bioquimicos acima analisados nao apresentaram
alteracdes relevantes entre 0os grupos experimentais, exceto os resultados referentes

a TGO, reduzido no T6.

Encontram-se descritos na Tabela 6, os valores relativos ao peso de

6rgaos maternos das ratas tratadas do quinto ao sétimo dia.



Tabela 6. Peso de figado, rins e ovarios de ratas tratadas com agua destilada (C2) e
Tacrolimus 1,0 mg/kg (T4), 2,0mg/kg (T5) e 4,0mg/kg/dia (T6), do 5%ao 72 dia de prenhez.

Tratado 4

Tratado 5

Tratado 6

Peso de Controle 2
orgaos

maternos

Corporal 210,69+11,78(15)
corrigido (g)

Figado (9) 8,72+0,66(15)
Rim D (g) 0,73£0,00(15)
Rim E (g) 0,71+0,07(15)
Rins D+E (g) 1,45+0,13(30)

204,95+11,00(15)

8,62+0,65(15)
0,72+0,06(15)
0,71+0,05(15)

1,43%0,11(30)

212,53+14,00(15)

8,72+0,75(15)
0,77+0,06(15)
0,76+0,07(15)

1,5440,12(30)

209,72+10,56(15)

8,94+0,72(15)
0,76+0,09(15)
0,75+0,09(15)

1,51+0,19(30)

Resultados expressos em média + desvio padrao (numero de casos).
Peso corporal corrigido = peso corporal sem Utero, ovarios e tubas.
Rim D = rim direito; Rim E = rim esquerdo; Rim (D+E) = rim direito + esquerdo.

Nao foram observadas diferencas significativas nos pesos dos érgaos

maternos.

4.2 AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

Experimento I - Periodo de Transito tubario

A Tabela 7 apresenta o numero médio de corpos luteos, implantes, fetos
vivos,reabsorcbes iniciais e tardias, proporcdo de implantacdo e perdas pré-
implantagédo nos grupos C1, T1, T2 e T3, tratados do primeiro ao quinto dia de

prenhez.



Tabela 7. Peso de ovarios, nimero de corpos luteos, fetos vivos e mortos em ratas
Controles (C1) e tratadas com Tacrolimus 1,0 mg/kg/dia (T1), 2,0mg/kg/dia (T2) e
4,0mg/kg/dia (T3), do 12 ao 5% dia de prenhez.

Variaveis

Controlei

Tratado 1

Tratado 2

Tratado 3

Ovario D (mg)

Ovario E (mg)

Ovarios D+E (mg)

Ovério D (mg)
Corpos luteos
Fetos vivos

Fetos mortos

37,3+10,93(15)
38,4+12,26(15)
75,749,81(30)
37,3+10,93(15)
12,27+1,43(15)
10,40+0,64

0

38,0+13,95(15)
72,1+84,13(15)
110,1+86,71(30)
38,0+13,95(15)
12,13%1,81(15)
9,47+2,75

0

39,0+11,03(15)
38,3+14,17(15)
77,3+11,55(30)
39,0+11,03(15)
13,60+1,72(15)
11,1342,32

0

41,2+7,97(15)
33,0+6,70(15)
74,1+9,90(30)
41,2+7,97(15)
13,73+2,22(15)
10,47+2,90

0

Resultados expressos em média + desvio padrao (nimero de casos).

Os resultados obtidos e expressos na Tabela 7 ndo demonstraram

diferencga significativa entre os grupos.

Na Tabela 8 observam-se os dados referentes a reabsor¢des iniciais e

tardias,peso de ninhada e de placenta, propor¢cdo de implantacao, perdas pré-

implantacdo nos grupos C1, T1, T2 e T3, tratados do primeiro ao quinto dia de

prenhez.



Tabela 8. Reabsor¢des, peso de ninhada e placenta, nUmero de implantes, propor¢éo de
implantacdo e de perdas pré-implantacdo em ratas Controles(C1) e tratadas com
Tacrolimus 1,0 mg/kg/dia (T1), 2,0mg/kg/dia (T2) e 4,0mg/kg/dia (T3), do 12 ao 5% dia de

prenhez.

Variaveis

Controle1l

Tratado 1

Tratado 2

Tratado 3

Reabsorc¢des iniciais
Reabsorc¢des tardias
Peso da ninhada (g)

Peso de placenta (g)

0,530,74(15)
0,27+0,60(15)
1,85+0,57(15)

1,65+0,40(15)

0,47+0,83(15)
0(15)
2,18+0,49(15)

1,53+0,42(15)

0,73+1,03(15)
0,130,35(15)
1,93+0,53(15)

1,76+0,39(15)

0,60+0,63(15)
0,20+0,41(15)
1,97+0,53(15)

1,56+0,40(15)

Implantes 11,73+1,62(15) 10,33+2,77(15) 12,00+2,14(15)  11,27+3,28(15)

Proporcao de

implantagéo (%)* 95,93+9,67(15) 86,27+22,22(15) 88,26+11,13(15) 82,04+20,20(15)

Perdas pré-

implantacao(%)** 4,0749,67(15)  13,73+22,22(15) 11,74+11,13(15) 17,96+20,20(15)

Resultados expressos em média * desvio padrao (nimero de casos). *(n® de implantes/n® de
corpos luteos) x 100. **(n® de corpos luteos - n® de implantes/n® de corpos luteos) x 100.

Os resultados ndo demonstraram diferenga significativa entre as variaveis

avaliadas nos grupos experimentais.

Nao foram observadas malformacdes relativas a face, membros ou

fechamento do tubo neural.

Experimento Il - Periodo de Implantacao do blastocisto

A média do numero de corpos luteos totais, de reabsor¢des iniciais e

tardias e de implantes totais encontram-se na Tabela 9.



Tabela 9. Peso de ovarios, numero de corpos luteos, fetos vivos e mortos, reabsorcoes,
peso de ninhada e placenta, niumero de implantes e de perdas pds-implantagdo em ratas
Controle (C2) e Tratadas com Tacrolimus 1,0mg/kg/dia (T4), 2,0mg/kg/dia (T5) e
4,0mg/kg/dia (T6), do 5% ao 72 dia de prenhez.

Variaveis

Controle 2

Tratado 4

Tratado 5 Tratado 6

Ovério D (mg)
Ovario E (mg)
Ovérios D+E (mg)
Corpos luteos

Fetos vivos

Fetos mortos
Reabsorg¢des iniciais
Reabsorgdes tardias
Peso da ninhada (g)
Peso de placenta (g)
Implantes

Perdas pés-

implantacao (%)**

41,13+10,40(15)
57,87+78,42(15)
99,00+75,00(15)
13,0%1,77(15)
11,3342,87
0
1,07+1,67(15)
0(15)
2,15+0,45(15)
1,83+0,36(15)
12,40+1,99(15)

9,25+14,91

38,2018,42(15)
33,47+11,54(15)
71,67+12,19(15)
12,20+2,37(15)
9,67+2,82
0

0,80+1,8(15)
0,27+0,80 (15)
1,86+0,56(15)
1,54+0,41(15)*
10,67+1,84(15)*

8,58+21,68

0,40+10,51(15)

72,73+11,72(15)

37,339,86(15)  41,87+6,91(15)
36,33+8,88(15)
78,20+7,23(15)
12,47+1,56(15)  13,27+1,75(15)
10,27+1,39 11,60+1,68
1 0
0,87+0,64(15)  0,33+0,62(15)
0,0740,26(15)  0,07+0,26(15)
1,04+029(15)  2,28+0,42(15)
1,62+0,29(15)*  1,88+0,31(15)
11,53+1,41(15)  12,00+1,36(15)

10,77+7,99 3,52+6,56

Resultados expressos em média = desvio padrdao (numero de casos). D= direito; E=

esquerdo.

*p<0,05 em relagdo ao grupo controle. **(n® implantes - n® de fetos vivos/n® de implantes) x

100.

Notou-se reducdo do peso da placenta no grupo T4 e T5 e de implantes

no grupo T4, quando comparados com o controle.

Apo6s 0 exame sob microscopio estereoscopico, nao foram identificadas

alteracdes na morfogénese externa dos fetos.



5. DISCUSSAO E CONCLUSAO

5.1 AVALIACAO DA TOXICIDADE DO TACROLIMUS SOBRE O
ORGANISMO MATERNO

Alteracbes na homeostasia, nos niveis hormonais ou alteracbes
comportamentais maternas podem causar alteragbes no desenvolvimento
embriofetal (KHERA, 1987), havendo demonstracbes de correlagdo de
malformagdes fetais que ocorrem com baixa freqiéncia (exencefalia, encefalocele,
micro ou anaftalmia e outras) a reducdo do peso materno (KHERA, 1985).
Normalmente sdo considerados indicios de toxicidade materna a diminuicao do peso
corporal, do consumo de racdo e agua, alteracdo da deambulacdo na gaiola,
piloerecao, diarréia e mortalidade materna (MANSSON, KANG, 1994; CHAHOUD et

al, 1999).

Entre os efeitos colaterais do tacrolimus encontram-se nefrotoxicidade
(BARROS et al., 1987), neurotoxicidade (KACSMAREK, et al., 2003), hipertensao
arterial (FRIEMANN et al., 1998) que caso ocorressem nos animais tratados com
tacrolimus poderiam alterar tanto o comportamento quanto o metabolismo materno.
Entretanto, os indicadores de toxicidade, estresse ou distresse materno néo foram
observados, exceto a reducdo do consumo de racdo o que parece indicar que se
houve alguma alteracdo, ela foi restrita a administracdo do imunossupressor, mas

nao a uma alteracao com significado bioldgico.



Tais observagdes associadas a auséncia de alteragdes hematoldgicas
parece sugerir que o imunossupressor ndo causa toxicidade materna (MENENDEZ,
1985), confirmando os resultados de Fujimura e Ebihara (1994) e Uchida et al.

(1999).

Taylor et al (2005) relatam que o tacrolimus apresenta efeitos adversos
dose-dependente e relacionados com o0s locais de maior concentracdo da
calcineurina, como no cérebro e nos rins. O tacrolimus, portanto, estaria associado a
neurotoxicidade e nefrotoxicidade e este € um dos mais importantes efeitos
colaterais apds o transplante renal. Foi descrito o aumento das concentracoes de
uréia e creatinina em ratas tratadas com tacrolimus (FUJIMURA, EBIHARA, 1994;
UCHIDA et al, 1999), entretanto, no presente trabalho entre o0s grupos
experimentais, o peso dos rins foi semelhante e o grupo tratado com dose mais
elevada de tacrolimus (4mg/kg/dia) teve reducao da concentracdo de creatinina e

uréia, o que parece contradizer o efeito nefrotéxico.

A hiperlipidemia relatada por Taylor et al. (2005) parece se confirmar
visto que em todos os grupos tratados do primeiro ao quinto dia foi constatado
aumento da concentracdo de colesterol, embora a diferenca significativa com o
grupo controle sé tenha aparecido nos animais do grupo tratado com 1mg/Kg/dia

(T1) do farmaco.

Em sintese, os dados obtidos do estudo materno parecem indicar que o

tacrolimus nao teve efeito toxico observavel, sobre o0 organismo materno.



Alteracbes hormonais maternas podem interferir com o desenvolvimento
embrionario. No modelo experimental utilizado a analise de concentracdes
hormonais nao foi realizada, mas observagdes indiretas, como o0 peso de ovarios,
nuamero de corpos luteos, indices de implantacdo e de reabsorcao, permitem sugerir

que 0s grupos experimentais foram semelhantes.

Os corpos luteos de ratas aumentam de volume ao longo da prenhez e
estdo intimamente correlacionados com o aumento de secrecdo de progesterona e
20-hidroxi progesterona (UCHIDA et al,1970), hormbnios necessarios para a
manutencdo da gestacdo (KATO et al. 1979) necessaria ao éxito da gestacao
(KELLER, 2006). Por outro lado, o nimero de corpos luteos da gestacao pode ser
tomado como um indicativo indireto do nimero de ovulacées. Sendo semelhante
entre os grupos experimentais, indica que o numero de ovulagdes foi semelhante
entre 0s grupos e 0s processos hormonais envolvidos com a ovulacdo foram
semelhantes. Como no presente trabalho ndo houve diferenga estatistica
significativa, entre no peso dos ovarios € do numero de corpos luteos, pode-se

sugerir que as condigdes hormonais de todos os grupos foram semelhantes.

Como os corpos luteos sdo estruturas mais volumosas do ovario, seu
namero e tamanhorespondem pelo peso dos ovarios o qual pode ser tomado como
uma indicacdo indireta da producdo hormonal. Tomados em conjunto, os dados
maternos sugerem que o tacrolimus nao parece interferir com a homeostase
materna, contrariando as observacoes de GEWIRTZ; SITARAMAN (2002) que

relataram toxicidade em ratas tratadas com a dose maxima de 3,2mg/kg.



5.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE DO TACROLIMUS SOBRE O

EMBRIAO

E conhecido que o tacrolimus cruza a placenta (SATCHELL et al., 2000) e
chega até o feto, podendo causar teratogenicidade (ALBENGRES; LELOUET;
TILLEMENT, 1997), embora estudos em humanos ndo tenham evidenciado
malformacdes ou abortos (ZABIRY-ZIENNIEWICZ et al.,2006; GUTIERREZ et al.,
2005). Em ratas e coelhos o tratamento com tacrolimus durante o periodo de
organogénese causou aborto, perda de peso e mortes (GERWITZ; SITARAMANN,
2002). O periodo em que se administrou o tacrolimus a ratas, compreende a
fertilizagcéo, clivagens iniciais, morula e blastocisto. De maneira geral, toxicantes que
atuam nessa fase do desenvolvimento induzem a morte do concepto ou produzem

alteracoes genéticas que podem ou nao levar a malformagdes (CHRISTIAN, 2001).

A morte durante a fase precoce do desenvolvimento pode ser inferida pelo
menor numero de implantes no utero ou pelo aumento do indice de perdas
embrionarias que é estimado tomando cada corpo luteo como indicativo de um
ovocito que, sendo fecundado, geraria um zigoto (KELLER, 2006). A diferenca entre
corpos luteos e implantes nos cornos uterinos indica, aproximadamente, 0 numero
de conceptos que se inviabilizaram (TYL; MARR, 2005). Os dados obtidos no
trabalho mostram que a média de implantes por mde e o indice de perdas
embrionarias pré-implantacao foram semelhantes em todos os grupos estudados do
Experimento | , sugerindo, portanto, que o tacrolimus ndo altera o desenvolvimento

do concepto na fase de pré-implantacéo.



Confirmando essa sugestao, a propor¢cao de implantes, que correlaciona
0 numero de corpos luteos com o numero de implantagdes no utero (TYL; MARR,
2005) foi semelhante em todos os grupos do Experimento | , o que significa que os
blastocistos encontraram condicdes adequadas para se implantar e expressar o seu
desenvolvimento. Além disso, o indice de reabsorcdo, que determina o nimero de
implantes que nao sobreviveram, também nao apresentou diferenca significativa

entre os grupos do Experimento |.

Embora, no Experimento Il, tenha se constatado uma reducao
estatisticamente significativa no numero de implantes do grupo tratado
comimg/Kg/dia (T4), o dado pode nao ter importancia bioldgica visto que a variacao
apresentada encontra-se dentro dos limites histéricos da colénia de ratas do Biotério

do Centro de Biologia da Reprodugéo.

A placenta tem um importante papel no desenvolvimento fetal, pois
fornece os nutrientes necessarios para este desenvolvimento, entre outras funcoes.
Foi demonstrada uma intima relacao entre o peso fetal e placentario em humanos
(THOMPSON et al., 1969), porcos (SANIN et al, 2001), coelhos (BRUCE, ABDUL,
1973) e roedores (GILBERT, LETURQUE, 1982). Foi descrito também que o
crescimento placentario anormal alterou o desenvolvimento fetal de humanos
(ORNQY et al, 1981) e de camundongos (BURGOYNE, TAMS, EVANS, 1983).
Embora o peso placentario tenha sido reduzido nos grupos tratados com tacrolimus
(1,0 e 2,0 mg/kg), isto ndo se refletiu no peso da ninhada. Os dados encontrados
contrastam com 09s observados por Gewitz; Sitaraman (2002) que tratando ratas no

periodo de organogénese com 1 a 3,2mg/kg de tacrolimus/ kg peso corporal



encontraram efeito téxico materno, aumento de mortes embriondrias. A diferenca
pode ser devido a época da gestagcdao em que os autores administraram o tacrolimus.
Sabe-se que no periodo inicial da prenhez o concepto naturalmente morre ou
sobrevive (com ou sem lesdes funcionais) enquanto que no periodo de

organogenese ele € mais susceptivel a lesao.

Considerando que no presente modelo experimental as maes foram
expostas ao tacrolimus no periodo de divisdes celulares iniciais, fase de mérula e de
implantagéo do blastocisto, lesées mais severas poderiam levar a morte do embrido
ou alteracdes genéticas e, ou, moleculares que poderiam se refletir na morfologia ou
na funcao de érgaos e sistemas. Sob o ponto de vista morfologico, o feto de 15 dias
nao aparentava qualquer alteracdo externa digna de nota, inclusive quanto ao peso

corporal.

Pode-se concluir que no modelo experimental usado ndo foram
encontradas alteragdes sugestivas de efeitos do tacrolimus seja sobre o organismo
materno seja sobre o desenvolvimento do concepto. A reducdo do peso da placenta

sera objeto de novos estudos.
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