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Resumo

OBJETIVO: avalior a toxicidade do tacrolimus sobre o desenvolvimento embriondrio em ratas trafadas durante o
perfodo de transito tubdrio. METODOS: sessenta ratas Wistar foram distribuidas em quatro grupos [15 animais
cadal, que receberam diferentes doses de tacrolimus por via intragdstrica: (T1) 1,0 mg/kg/dia, (T2) 2,0 mg/kg/dia
e (T3) 4,0 mg/kg/dia. O grupo controle (C) recebeu égua destilada. As ratas foram observadas diariamente para
detectar sinais clinicos de toxicidade. O fratamento foi realizado do primeiro ao quinto dia de gestagdo. As seguintes
variéveis maternas foram analisadas: peso corporal, de ovérios, figados e rins, consumo de alimento, nimero de
corpos liteos, implantes, fetos vivos e mortos e indice de implantagdo. Os fetos e placentas foram pesados e os
primeiros foram observados para defectar malformagdes externas. Estafistica: andlise de varianeia (ANOVA), uma
via, seguida de tesfe de Dunnett (alfa=0,05). RESULTADOS: ndo ocorreram indicios clinicos de foxicidade materna,
fais como perda de peso, redugéo do consumo de alimento ou do peso de érgdos (p>0,05). Também ndo houve
diferenca significativa no peso corporal dos fetos (C: 1,8+0,6; T1: 2,2+0,5; T2: 1,9+0,5 e T3: 2,0+£0,5 g) e de
placentas (C: 1,6+0,4; T1: 1,5+0,4; 72: 1,8+0,4 e T3: 1,6+0,4 g), com p>0,05. Nenhuma malformagdo externa
foi defectada. CONCLUSOES: a administracdo de tacrolimus a ratas prenhes durante o periodo de transito tubdrio
ndo parece ter qualquer efeito téxico e materno ou embriondrio.

Abstract

PURPOSE: to evaluate the toxicity of tacrolimus on embryonic development in rats freated during the tubal transit period.
METHODS: sixty Wistar rats were distributed into four groups (15 animals each), which received different doses of
tacrolimus through intragastric administration: (T1) 1.0 mg/kg/day, (T2) 2.0 mg/kg/day and (T3) 4.0 mg/kg/day.
The control group [C) received distilled water. The rats were observed daily fo detect clinical signs of foxicity. The
freatments were performed from the first 1o the fifth day of pregnancy. The following materal variables were analyzed:
body, ovary, liver, and kidney weights, food intake, number of corpora lutea, implants, alive and dead fetuses, and
implantation rates. The fetuses and placentae were weighed and the former were observed in order fo defect external
malformation. Statistical analysis was performed by one way: analysis of variance (ANOVA, folowed by the Dunnet
test (alpha=0.05). RESULTS: there were no signs of maternal toxicity, such as body weight loss, decrease in food infake
or in organ weights {p>0.05). There was also no significant difference among weights of fetuses (C: 1.8+0.6; T1:
2.2+0.5;72: 1.9+0.5and T3: 2.0+0.5 g) and placentae (C: 1,6+0.4; T1: 1.520.4;72: 1.8+0.4eT3: 1.6+0.4 g},
with p>0.05; no external malformation was detected in the fetuses. CONCLUSIONS: the administration of tacrolimus
fo pregnant rats during the tubal transit period does not seem to generate any toxic effect fo mother or embryo.
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Introducao

Tacrolimus (FK 506, Prograf®) é um antibiético
macrolideo que apresenta potente propriedade imunossu-
pressora e seu uso clinico € crescente, sendo considerado
o medicamento imunossupressor base em mais de 30%
dos pacientes que receberam transplantes renais e mais
de 80% dos transplantes hepdticos', sendo também
utilizado em transplantes de ilhotas pacredticas® e no
tratamento de dermatite atépica e vitiligo®.

O tacrolimus atua inibindo a ativacdo das células
T e bloqueando a calcineurina'*. Entre seus efeitos
colaterais, observam-se insuficiéncia renal aguda e cro-
nica, outras nefropatias e hipoglicemias’. E transferido
por meio da placenta® e seu uso durante a gravidez s6
é recomendado se o beneficio para a mae justificar o
risco potencial ao feto.

As pacientes sdo aconselhadas a aguardar dois anos
ap6s o transplante para tentar a gestagdao, uma vez que
as complica¢des sio mais freqiientes antes do segundo
ano de transplante”®. Foram relatadas gestacdes em
pacientes submetidas a transplante de figado® e em uso
do tacrolimus, sendo a complica¢do mais freqiiente a
prematuridade, observa¢do compartilhada por outros
autores’”. Estudos semelhantes em pacientes com
transplante renal notaram a ocorréncia de abortos es-
pontaneos e gestacoes de prematuros'®. Embora tenha
sido descrito que a taxa de malformac¢io ndo aumente
em recém-nascidos de mies tratadas com tacrolimus’',
existe relato de 12% de abortos espontdneos em pa-
cientes em uso do imunossupressor'?.

Os estudos sobre a toxicidade embriondria e fetal
em animais de experimenta¢do evidenciaram efeitos
teratogénicos'’. Em coelhos, induziu aumento do ntimero
de abortos (dose 1,0 a 3,2 mg/kg) e, em ratas tratadas
durante o perfodo de organogénese, causou aumento da
toxicidade materna e de reabsorcdes tardias, decréscimo
do nimero de nascimentos vivos e diminuigdo no peso
e na viabilidade dos filhotes'.

Um dos mecanismos de a¢@o do tacrolimus é a inibi-
¢do da calcineurina®. A calcineurina é um regulador de
fon cédlcio e estd envolvida com processos relacionados a
secre¢do, citocinese, fusio de vacdolos e na integridade
celular'®. Por alterar proteinas cdlcio-dependentes, o
tacrolimus poderia potencialmente alterar ou inibir a
expressdo de caderinas, proteinas que tém papel critico
na regulacdo da morfogénese, dado seu envolvimento
com a adesdo, polarizagdo e sinalizagdo celular'’. Essa
proteina se expressa em concentragdes progressivas
desde a fase de duas células até blastocisto e tem papel
chave na compactagdo dos blastdmeros na fase de oito
células'®. Estes processos sio essenciais no periodo
inicial do desenvolvimento embriondrio.

Os estudos em humanos referem-se a abortos!?, mas
ndo as perdas pré-implanta¢do que habitualmente nido
sdo detectadas. Muitas vezes, tais perdas sao associadas
a infertilidade e, na literatura consultada, ndo foram
encontrados dados referentes a tais observacdes. Estudos
em humanos, nessa fase, tém 6bvias objecbes morais, o
que faz com que os animais de experimenta¢do sejam
utilizados para avaliagdo do risco potencial para o ser
humano, razdo que levou a realiza¢do do presente tra-
balho, que teve por objetivo verificar se a administracdo
de tacrolimus na fase inicial da prenhez de ratas altera
o desenvolvimento embriondrio.

Métodos

Para a realiza¢do do experimento, foram utiliza-
das 60 ratas Wistar, nuliparas, com peso entre 190 e
230 g, obtidas do Biotério do Centro de Biologia da
Reprodugdo da Universidade Federal de Juiz de Fora
(CBR-UFJF).

As fémeas foram inseminadas por machos de
fertilidade previamente comprovada e a prenhez foi
constatada pela presenca de espermatozéides em esfre-
gaco vaginal, realizado na manhd do dia seguinte ao
acasalamento, sendo este dia considerado o primeiro
dia pés-inseminagdo.

Os animais inseminados foram colocados isoladamente
em gaiolas de polipropileno, forradas com maravalha
selecionada e alojados em estantes climatizadas, em
ambiente com luminosidade controlada para ciclos de
claro/escuro de 12 horas, conforme descrito anterior-
mente. Receberam diariamente dgua filtrada ad libitum
e 25 g/animal de racdo peletizada (Nuvilab®)".

As ratas foram distribuidas aleatoriamente em
quatro grupos experimentais, com 15 animais em cada
grupo. Os animais do grupo controle (C) receberam
1 mL de d4gua destilada e os animais dos grupos tra-
tados receberam tacrolimus (Prograf®, Janssen-Cilag
Farmacéutica Ltda., lotes SC51133A) nas doses de
1 mg/kg/dia (T1), 2 mg/kg/dia (T2) e 4 mg/kg/dia
(T3) diluidos em dgua destilada. A menor dose foi a
mesma utilizada por Ochiai et al.?® para manutengido
do transplante em ratos. A administragdo foi feita
por via intragdstrica duas vezes ao dia, com intervalo
de 12 horas, desde o primeiro até ao quinto dia pds-
inseminagao.

Para observagdo de sinais clinicos indicativos de
toxicidade materna?!, as ratas foram observadas durante
30 minutos e seis horas apds o tratamento e, poste-
riormente, uma vez ao dia. A toxicidade materna foi
avaliada por presenga de pélos eri¢ados, hipoatividade
ou hiperatividade no interior da gaiola, presenca de
sialorréia, diarréia ou mortes. O consumo de rac¢io foi
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estimado, conforme descrito anteriormente!®, desde
o primeiro até ao 15° dia pés-inseminagdo. O peso
corporal materno foi anotado no primeiro e no dltimo
dia de tratamento e também no dia em que os animais
foram sacrificados.

Os animais foram mortos no 15° dia pés-inseminagdo
por exsangiiina¢do sob anestesia (ketamina+xilazina,
via intraperitoneal, 0,3 e 0,6 mL, respectivamente). O
sangue colhido foi destinado a outro experimento.

Em cada animal, procedeu-se a observag¢do de 6rgaos
internos para identifica¢do de lesdes macroscépicas e a
remogdo e pesagem de figado e rins maternos. Os ovérios
foram dissecados, pesados e neles contados os corpos
lateos. Os cornos uterinos foram secionados longitu-
dinalmente para identifica¢do e contagem do nimero
de implantes, de fetos vivos e mortos. Os fetos eram
considerados vivos quando se identificaram batimentos
cardfacos, observados sob estereomicroscépio. Foram
anotados também pesos de placentas e de fetos por ni-
nhada. Calculou-se a taxa de implantagdo: (ntimero de
implantes/nimero de corpos liteos)x100 e a atividade
antiimplantac¢do®. Para andlise de morfogénese, os fe-
tos foram colocados em fixador de Bouin, durante 60
minutos, e depois foram examinados sob microscépio
estereoscépico para identificagio de malformacdes na
face, nos membros e no fechamento do tubo neural.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité
de Etica na Experimenta¢ao Animal (CEEA) da UFJF
(n°035/2005).

Os dados continuos, com distribui¢do normal e
homocedasticidade da amostra, foram submetidos 2
andlise estatistica pelo testes de andlise de varidncia
(ANOVA), seguido de teste de Dunnett. Propor¢des
foram avaliadas pelo ¢*. O nivel de significincia ad-
mitido para os testes foi a=0,05.

Resultados

Nido foram encontrados indicios clinicos de to-
xicidade materna em nenhum dos grupos examina-
dos. O consumo médio de racdo (C: 16,6+1,6 g; T1:
16,840,9 g; T2: 18,3%1,7 g; T3: 17,9£1,8 g) apresentou
diferenga significativa (p>0,05) entre os grupos T2 e C,
mas sem significado biolégico.

Conforme mostrado na Tabela 1, foram encontrados,
para os grupos C, T1, T2 e T3, respectivamente, 0s pesos
médios: corporal (g): 204,9; 206,3; 210,4 e 210,2; de
figado (g): 9,2; 8,9; 9,2 € 9,2; de rins (g): 1,5; 1,5; 1,6
e 1,8; de ovidrios: 75,7; 110,1; 77,3 e 77,1; e médias de:
corpos lateos/mae: 12,3;12,1; 13,6 e 13,7; implantes/mae:
11,7;10,3;12,0; 11,3; de fetos vivos/mae: 10,4;9,5; 11,1
e 10,5; taxa de implantacdo/grupo (%): 95,9; 86,3; 88,3 e
82,0, ndo havendo diferenca significativa entre quaisquer
das varidveis analisadas (p>0,05).

Os pesos corporais dos fetos e da placenta ndo diferi-
ram entre os grupos (p>0,05), tendo sido observado para
os Grupos C, T1, T2 e T3, respectivamente, médias de
peso corporal (g) de 1,8; 2,2; 1,9 e 2,0 e de placenta (g)
de 1,6;1,5; 1,8 e 1,6.

Nio foram detectadas alteracdes na morfogénese
externa dos fetos em nenhum dos animais dos grupos
estudados.

Discussao

Os estudos sobre toxicidade reprodutiva estdo regu-
lamentados por diversos 6rgdos, como Organization for
Economic Co-operation and Development®, guideline
n° 421, e International Conference on Harmonisation®,
guideline S5, para teste de substincias quimicas.

Tabela 1 - Peso corporal e de drgiios maternos, nimero de corpos liteos, de implantes e de fetos vivos em animais dos grupos controle e tratados com 1,0 mg/kg (T1), 2,0 mg/kg (T2)

e 4,0 mg/kg (13) de peso corporal desde o primeiro ao quinto dia de prenhez

Controle T T2 13

Varidveis n=15 n=15 n=15 n=15

Média dp Média dp Média dp Média dp
Peso corporal (g)* 204,9 9,8 206,3 10,0 210,4 12,7 210,2 16,1
Figado (g) 9.2 08 8,9 0,6 9,2 1,1 9,2 1,0
Rins (g)** 1,5 0,1 1,5 0,1 1,6 0,1 18 0,2
Ovdrios (mg)** 75,7 9,8 110,1 86,7 77,3 11,5 741 9.9
Corpos liteos 12,3 1,4 12,1 1.8 13,6 1,7 13,7 2,2
Implantes 1,7 1,6 10,3 28 12,0 2,1 1,3 33
Taxa de implantacéio (%)° 95,9 9,1 86,3 22,2 88,3 11,1 82,0 20,2
Fetos vivos 10,4 0,6 9,5 2,7 1,1 23 10,5 29
Peso corporal do feto (g) 1,8 0,6 2,2 0,5 1,9 0,5 2,0 0,5
Peso da placenta (g)* 1,6+0,4 1,540,4 1,8+0,4 1,6+0,4

Resultados expressos em média e desvio padréo (dp).

*Peso corporal corrigido apés remogdo do Gtero e seu conteddo; **peso do par de érgdos; *? (p>0,05), demais varidveis analisadas por ANOVA e teste de Dunnett

(p>0,05); Pobtido pela média do peso da ninhada.
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Os protocolos indicam a necessidade de se distinguir
entre toxicidade materna, que eventualmente possa interferir
no desenvolvimento embriondrio, e lesdes diretas sobre o
feto. Habitualmente, os indicios de toxicidade materna
sdo a presenca de perda de peso corporal, acompanhada
ou ndo de reducao do consumo de alimentos, os pélos
ericados, além de alteracdes de peso de 6rgdos®, fatores
que ndo foram detectados entre os grupos estudados — o
que sugere que o tacrolimus ndo teve efeito téxico sobre
0 organismo materno.

A relacdo entre corpos liteos e implantes permite
calcular o indice de blastocistos implantados e os que
ndo se implantaram; correspondem, portanto, as perdas
pré-implantacio®. Pelos resultados apresentados, as ta-
xas de implanta¢do foram semelhantes (p>0,05) entre os
grupos experimentais estudados e, conseqiientemente,
as perdas pré-implanta¢do também foram semelhantes.
Tais dados permitem sugerir que o tacrolimus nao cau-
sou perdas de embrides na fase de desenvolvimento nas
tubas uterinas.

O tacrolimus ndo parece interferir na expressio de
caderinas, essenciais na regulacio da morfogénese e na
compacta¢do para formacio da moérula'’, jd que ndo se
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