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RESUMDO

Objetivo: avaliar a toxicidade renal causada pelo tacrolimus e micofenolato mofetil (MMF) em um modelo de isquemia e reperfusao
de rim Unico. Método: estudo experimental utilizando ratos Wistar, submetidos & nefrectomia direita e isquemia renal esquerda
por 20 minutos, separados em grupos no poés- operatorio (PO): 1) Controle (ndo operados); 2) Sham (operados, sem droga PO); 3)
TACO.1, TACT e TAC10, administrado tacrolimus no PO nas doses 0,1mg/kg, Tmg/kg e 10mg/kg via gavagem, respectivamentae; 4)
MMF, administrado micofenolato mofetil 20mg/kg; 5) MMF/TAC1T e MMF/TACO.5, com associacdo de micofenolato mofetil 20mg/
kg e tacrolimus 1mg/kg e 0,5mg/kg, respectivamente. Foram mortos no 14° PO e retirado rim para andlise do estresse oxidativo
tecidual, pela dosagem de glutationa reduzida (GSH), lipoperoxidacao (LPO) e carbonilacao de proteinas (PCO), e analise histoldgica
por estereologia glomerular (Densidade de volume glomerular, Densidade numérica glomerular e Volume glomerular médio). Foi
avaliada funcdo renal pela dosagem de creatinina e uréia séricas. Resultados: ambas drogas provocaram alteracdo na funcao
renal, sendo a toxicidade do tacrolimus dosedependente. A toxicidade subaguda ndo mostrou alteracées histolégicas glomerulares
significativas, sendo que houve hipertrofia renal e glomerular compensatéria em todos os grupos exceto em TAC10. Conclusao:
Ambas drogas provocam alteracao na funcao renal. A morfometria e a estereologia glomerular mostraram interferéncia negativa dos
imunossupressores durante a hipertrofia glomerular compensatéria..

Palavras-chave: Tacrolimo. Estresse Oxidativo. Imunologia. Reperfusao.

INTRODUCAO

Arejeigéo na fase aguda ainda é a maior causa de
perda dos enxertos renais'. Nos Ultimos anos, o
Tacrolimus e o Micofenolato Mofetil ocupam papel de
destaque na terapia pds-transplante, sendo amplamente
utilizados como agentes centrais nos esquemas de
imunossupressao atuais, apesar de serem potencialmente
danosas ao tecido renal?. Nao se sabe ao certo qual o
exato mecanismo de lesdo celular renal®. Desta forma,
ha necessidade de se aprofundar o conhecimento dos
efeitos renais causados durante a imunossupressao
com drogas potencialmente nefrotoxicas, levando
também em consideracao fatores relacionados com o
procedimento de transplante renal e manipulacdo do
6rgao.

Neste estudo avaliamos a nefrotoxicidade
subaguda das drogas imunossupressoras Tacrolimus
e Micofenolato Mofetil em ratos submetidos a um
processo de isquemia e reperfusdo renal, demonstrando

interferéncia negativa dos imunossupressores durante a
hipertrofia glomerular compensatéria.

METODOS

O experimento foi avaliado e aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais na 6* Reunido
Ordinaria do CEUA de 2009 (10/07/09, certificado 386
b), com retificacdo e nova aprovacdo das alteracoes
na Reunido Ordindria 03/2011 (05/04/2011). Foram
observados os principios éticos na experimentacao animal
preconizados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA) e também as exigéncias estabelecidas no
“Guide for the care and use of experimental animals”*.

A fase experimental ocorreu em etapas
distintas, sendo os procedimentos cirlrgicos e as analises
histoldgicas e de estereologia realizados no Departamento
de Anatomia, e os testes de estresse oxidativo realizados
em conjunto com o Departamento de Biologia Celular,
ambos do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade
Federal do Parana.

1 - Universidade Federal do Parand, Urologia - Curitiba - PR - Brasil 2 - Hospital Nossa Senhora das Gracas, Urologia - Curitiba - PR - Brasil 3 - Kadlec

Clinic, Urology - Richland - Washington - Estados Unidos
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Foram utilizados ratos da linhagem Wistar
(Rattus novergicus albinus, Rodentia, Mammalia), do sexo
masculino com idade média de nove semanas, peso médio
dos grupos variando entre 221 e 254 gramas, mantidos em
gaiolas com as mesmas condicdes ambientais, ciclo claro/
escuro de 12 horas, recebendo agua e racdo ad libitum
durante todo o periodo do experimento®.

Os animais foram divididos aleatoriamente em
oito grupos, nos quais foram realizados: nefrectomia direita,
isqguemia renal quente por clampeamento do pediculo
renal esquerdo durante 20 minutos, reperfusdo renal
apos desclampeamento do pediculo vascular e cistotomia
seguida de cistorrafia, através de laparotomia mediana,
seguindo técnica asséptica, com excecao dos animais do
GRUPO CONTROLE. Para a realizacdo do procedimento
cirdrgico os animais foram submetidos a injecdo
intramuscular de diazepam (5mg/kg) e atropina (0,5mg/
kg), e apos iniciado o efeito destas drogas, anestesiados
com uma associacdo de Xilazina (5mg/kg) e Ketamina
(100mg/kg) intraperitoneal, sendo mantidos anestesiados
durante todo o procedimento, com doses de manutencdo
de Xilazina (0,4mg/kg) e Ketamina (20mg/kg)®.

O procedimento cirdrgico  consistiu  em
nefrectomia direita. Posteriormente realizada disseccdo do
pediculo vascular do rim esquerdo e isquemia quente por
periodo de 20 minutos, com clamp vascular. Em seguida,
ocorrendo a reperfusdo renal. Procedeu-se a realizacdo de
cistotomia.

Os grupos foram organizados da seguinte
forma: GRUPO CONTROLE: constituido por 10 animais,
ndo foi submetido a intervencdo cirrgica. GRUPO
SHAM: constituido por 8 animais, submetidos ao
procedimento cirirgico padrao e nao receberam droga
no poés-operatorio. GRUPO TACO.1: constituido por
10 animais, submetidos ao procedimento cirtrgico
padrao e receberam no poés-operatério TACROLIMUS
na dose 0,Tmg/kg/dia. GRUPO TAC1: constituido por 10
animais, submetidos ao procedimento cirirgico padrdo
e receberam no pos-operatério TACROLIMUS na dose
1mg/kg/dia. GRUPO TAC10: constituido por 9 animais,
submetidos ao procedimento cirlrgico padrao e receberam
no pos-operatério TACROLIMUS na dose 10mg/kg/dia.
GRUPO MMF: constituido por 10 animais, submetidos
ao procedimento cirdrgico padrdo e receberam no pos-
operatério MICOFENOLATO MOFETIL na dose 20mg/
kg/dia. GRUPO MMF/TACT: constituido por 11 animais,
submetidos ao procedimento cirirgico padrao e receberam
no pos-operatério MICOFENOLATO MOFETIL na dose

20mg/kg/dia associado a TACROLIMUS na dose 1mg/kg/
dia. GRUPO MMF/TACO.5: constituido por 10 animais,
submetidos ao procedimento cirlirgico padrao e receberam
no poés-operatério MICOFENOLATO MOFETIL na dose
20mg/kg/dia associado a TACROLIMUS na dose 0,5mg/kg/
dia.

Durante o experimento houve obito de trés
animais, dois deles no periodo de pds-operatorio imediato
e um durante o curso de administracdo da droga (GRUPO
TAC10). Todos os animais receberam dose diaria de 0,5m|
de solucdo das drogas e concentracdes descritas com
solucao fisioldgica 0,9%, via gavagem com técnica e sonda
de calibre adequados, sendo que os animais do GRUPO
SHAM receberam apenas solucao fisiolégica de cloreto de
sodio 0,9%.

Foram mortos no 14° pds-operatério, neste
momento foi realizada a nefrectomia esquerda e preparacao
do érgédo, para andlise histologica.

O sangue coletado dos animais foi encaminhado
para analise em Laboratdrio de Anélises Bioquimicas e foram
dosados Tacrolimus pelo método de quimioluminescéncia,
e Creatinina, Uréia e Albumina séricas pelo método
enzimatico colorimétrico de quimica seca®.

A anélise do estresse oxidativo tecidual foram
feitas através das amostras de rim de cada animal que
foram homogeneizadas e congeladas, em tubo completado
para 2mL de tampéo fosfato salina (PBS) 0,1M, pH 7,4,
com auxilio de homogeneizador de tecidos BioSpec Tissue-
Tearor (BIOSPEC PRODUTS, Bartlesville, USA). Foram
consideradas: Concentracdo de Glutationa Reduzida
(GSH)7, Peroxidacdo lipidica (LPO)8, Carbonilacao de
proteinas (PCO)°. Todas as leituras de espectrofotometria
descritas acima foram realizadas em Leitora de Microplacas
Infinite® 200 PRO - Tecan® (Tecan Group Ltd., Seestrasse -
Mannedorf, Switzerland).

Para determinar a tridimensao do rim utilizou-
se 0 método estereoldgico Sistema-teste M42. Esse foi
superposto as imagens histoldgicas para a contagem de
pontos e de interseccoes testes conforme descrito por
Mandarim de Lacerda' com aumento de 40x.

Recorreu-se a analise descritiva dos dados através
de tabelas e graficos. Para a comprovacdo do objetivo
deste trabalho foram utilizados os testes paramétricos
“ANOVA" com pos-teste de “TUKEY" e 0 ndo-paramétrico
“MannWhitney”. Para tais andlises foi utilizado o software
“PRISM 5 for Windows - version 5.0” (GraphPad Software,
Inc., 2007). O nivel de significancia (erro «) adotado foi
menor que 5% (p<0,05).
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RESULTADOS

Ap6s coletados os dados, estes foram divididos
em dois grupos para fins de comparacdo e demonstracdo
dos resultados do experimento, conforme segue:

1. Andlise comparativa da dose-resposta com uso do
tacrolimus

Esta
resposta dos diferentes parametros com relacao a doses

avaliagdo comparativa objetivou a
logaritmicas do tacrolimus e seu potencial dano tecidual
renal. Para esta analise foram comparados os grupos:
CONTROLE, SHAM, TACO.1, TACT e TAC1O0.

Os animais do grupo CONTROLE tinham
peso inicial médio de 250g e peso final médio de
3179 (+26,8%). Os animais do grupo SHAM pesavam
inicialmente 221g em média, com peso final médio de
2779 (+25,3%). O grupo TACO.1 apresentava peso inicial
médio de 234g e final de 283g (+21%). Os animais do
grupo TAC1 tiveram peso inicial médio de 245g e final
médio de 2959 (+20,4%). O grupo TAC10 teve peso
inicial de 240g e final de 2469 (+2,5%).

1.1. Analise bioquimica - com uso do tacrolimus

A dosagem do Tacrolimus mostrou diferenca
entre os grupos de administracdo da droga, confirmando

que esta foi adequadamente absorvida durante o periodo
de estudo. Houve diferenca estatistica na dosagem
sérica da droga no grupo TAC10, mostrando maior
concentracao de Tacrolimus no sangue destes animais
(Tabela 1).

Os valores de creatinina séricos encontrados
ndo apresentaram diferenca estatistica entre o0s
grupos CONTROLE, SHAM, TACO.1 e TAC1. O grupo
TAC10 mostrou dosagem de 0,50 = 0,05mg/dl e foi
significativamente maior que os outros grupos (Tabela
1).

A dosagem de uréia sérica, no entanto, revelou
gue o grupo CONTROLE foi significativamente menor
que os outros grupos, com valor de 44,9 + 2,85mg/dl.
O grupo SHAM também apresentou valores menores
que os demais, com 53,75 = 4,71mg/dl. Os grupos
TAC1T e TACO.1 apresentaram valores estatisticamente
similares, enquanto o TAC10 mostrou a dosagem média
de 71 £ 7,07mg/dl, sendo significativamente maior que
os outros animais (Tabela 1). A dosagem de albumina
sérica mostrou valores estatisticamente similares entre os
grupos CONTROLE e TAC1, com valoresde 2,79 +£0,11¢g/
dl e 2,90 £ 0,26qg/dl, respectivamente. O grupo SHAM
mostrou média de 2,89 + 0,08, sendo similar ao grupo
TAC1 e diferente dos demais. Os grupos TACO0.1 e TAC10
tiveram valores 38 semelhantes, sendo estatisticamente
similares ao grupo CONTROLE e menores que dos grupos
SHAM E TAC1 (Tabela 1).

Tabela 1 - Avaliacdo dos paréametros bioquimicos - dose/resposta - com uso do TACROLIMUS.

Grupo Tacrolimus (ng/ml) Creatinina (mg/dl) Uréia (mg/dl) Albumina (g/dl)
CONTROLE N.A. 0,42 +0,14 44,90 + 2,85* 2,79 +0,11
SHAM N.A. 0,41 +0,04 53,75+ 4,71*# 2,89 + 0,08*
TACO 1 0,30+0,19 0,34 + 0,05 71,00 £ 7,07 2,67 +0,22
TACT 0,49 +0,23 0,37 + 0,05 72,60 + 6,28 2,90 + 0,26*
TAC10 2,22 + 0,74~ 0,50 + 0,05* 94,63 + 10,81* 2,66 +0,22

NOTA: *,#p<0,05 - diferenca estatisticamente significativa, Valores apresentados em média + desvio padrao.

1.2. Analise morfométrica renal - com uso do
tacrolimus

No que refere a volumetria renal, encontrou-se
que o VOLUME renal foi similar entre os grupos CONTROLE
e GRUPO TAC10, e entre 0s grupos SHAM, TACO.1 e TACT.

Houve diferenca estatistica entre os grupos
CONTROLE e grupos SHAM, TACO.1 e TAC1, e entre os
TACO.1 e TAC10. Vale ressaltar que a diferenca de volume
entre os grupos TAC1 e TAC10 nao mostrou significancia
estatistica, porém o p=0,06 mostra que houve uma
tendéncia a diferenca (Tabela 2). O PESO renal mostrou
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semelhanca entre os grupos CONTROLE e TAC10, e entre
0s grupos SHAM, TACO.1 e TAC1, sendo estes diferentes
estatisticamente dos primeiros (Tabela 2).

Tabela 2 - Morfometria renal - dose/resposta - com uso do TACROLIMUS.

Grupo Volume renal Peso renal (g)
(mm?)

CONTROLE 817,5+170,3* 1,2150 + 0,1446*

SHAM 1.240,8 + 341,1 1,5125 £ 0,1680

TACO 1 1.211,1+169,4  1,5590 + 0,1584

TAC1 1.102,2+£117,6 1,4510 + 0,1422

TAC10 931,7 + 205,9* 1,1575 £ 0,1501*

NOTA: * #p<0,05 - diferenca estatisticamente significativa; Valores
apresentados em média + desvio padrdo.

1.3. Analise esterolégica - com uso do tacrolimus

Apds analise estereoldgica observou-se que
ndo houve diferenca na densidade de volume glomerular
(Vvglom) na comparacao entre os grupos. Da mesma
forma, os valores de densidade numérica glomerular (Nv)
nao mostraram diferenca estatistica

1.4. Analise do estresse oxidativo tecidual - com uso
do tacrolimus

As dosagens bioquimicas de Tiois ndo-proteicos
(GSH) mostraram que houve aumento na concentracao
nos grupos TAC1 e TAC10, sendo de significancia
estatistica apenas a comparacao entre TAC10 e TACO.1

As concentracées de Hidroperoxidos (LPO) e
de Carbonilas protéicas (PCO) ndo mostraram diferenca
significativa entre os grupos na avaliacao da Dose Resposta
com uso do tacrolimus.

2. Andlise comparativa da dose-resposta com
associacao de tacrolimus com micofenolato mofetila

Esta avaliacdo comparativa objetivou a resposta
dos diferentes parametros com relacdo a associacdo de
tacrolimus com micofenolato mofetila e se este Ultimo
pode reduzir a toxicidade do primeiro em dose menor. Para

esta andlise foram considerados os grupos: CONTROLE,
SHAM, TAC1, MMF, MMF/TAC1 e MMF/TACQO.5.

Os animais do grupo CONTROLE tinham
peso inicial médio de 250g e peso final médio de
3179 (+26,8%). Os animais do grupo SHAM pesavam
inicialmente 221g em média, com peso final médio de
2779 (+25,3%). Os animais do grupo TACT tiveram peso
inicial médio de 245g e final médio de 295g (+20,4%). O
grupo MMF mostrou peso inicial médio de 247g e final
de 3059 (+23,5%). O grupo MMF/TAC1 teve peso inicial
médio de 2549 e final de 3049 (+19,7%). O grupo MMF/
TACO.5 apresentou peso inicial de 248g e final de 303g
(+22,2%).

2.1. Andlise bioquimica - com associacao de
tacrolimus com micofenolato mofetila

As amostras avaliadas para dosagem de
tacrolimus mostraram que houve diferenca estatistica
entre os grupos TAC1 e MMF/TACO.5. A comparacao
dos grupos MMF/TAC1T e MMF/TACO.5 teve nivel de
significancia p=0,06, demonstrando que, apesar de nao
haver diferenca estatistica, hd uma tendéncia (Tabela 3).
Os valores de creatinina sérica revelaram que nao houve
diferenca estatistica entre os grupos CONTROLE, SHAM e
TAC1, sendo que estes tiveram valores estatisticamente
menores que os dos grupos MMF, MMF/TAC1 e MMF/
TACO.5 (Tabela 3). A dosagem de uréia sérica mostrou
diferenca estatistica do grupo CONTROLE, com valor
inferior de 44,90 £ 2,85mg/dl, e TAC1 com valor superior
de 72,60 + 6,28mg/dl. A dosagem do grupo SHAM
também foi diferente estatisticamente dos demais grupos,
com excessao do MMF. Os valores de MMF e MMF/TAC1
mostraram diferenca estatistica, sendo que nao houve
diferenca destes com o grupo MMF/TACO.5 (Tabela 3). A
albumina sérica ndo mostrou diferenca estatistica entre os
grupos comparados, com excessdo do grupo SHAM, que
foi significativamente maior que os grupos CONTROLE,
MMF e MMF/TAC1 (Tabela 3).

2.2. Analise morfométrica renal - com associacao de
tacrolimus com micofenolato mofetila

O volume renal aferido foi menor
estatisticamente no grupo CONTROLE. Os grupos SHAM,
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TAC1, MMF/TAC1 e MMF/TACO.5 foram similares e o
grupo MMF mostrou valores estatisticamente maiores que

os TAC1 e MMF/TACO.5, nao tendo diferenca estatistica
de MMF/TAC1 (Tabela 4).

Tabela 3 - avaliagdo dos pardmetros bioquimicos - com associagdo de tacrolimus com micofenolato mofetila

Grupo Tacrolimus (ng/ml) Creatinina (mg/dl) Uréia (mg/dl) Albumina (g/dl)
CONTROLE N.A. 0,42 +0,14 44,90 = 2,85* 2,79 £ 0,11
SHAM N.A. 0,41 +0,04 53,75+ 4,71*# 2,89 + 0,08*
TAC 1 0,49 + 0,23* 0,37 + 0,05 72,60 = 6,28* 2,90 + 0,26
MMF N.A. 0,55+0,12* 58,10 + 7,14*# 2,74 £ 0,21
MMF/TAC1 0,39 0,19 0,57 £ 0,15* 66,64 + 5,66 2,70 £ 0,24
MMF/TACO.5 0,24 £ 0,14 0,58 £ 0,13* 61,50 + 8,96 2,85+0,19

NOTA: *,# p<0,05 - diferenca estatisticamente significativa; Valores apresentados em média + desvio padrao.

Tabela 4 - morfometria renal - dose/resposta - com associacao de tacro-
limus com micofenolato mofetila.

Grupo Volume renal Peso renal (g)
(mm?)

CONTROLE 817,54 170,3*  1,2150 + 0,1446*

TACO 1 1211,1+1694  1,5590 + 0,1584

MMF 1279,5+107,1%  1,5320 + 0,2378

MMFTACT  1.2018+247.7  1,5109 + 0,2823

#AA'\QB/_S 11393+ 1409  1,5900 + 0,1621

NOTA: *, # p<0,05 — diferenca estatisticamente significativa, Valores
apresentados em média + desvio padréo.

2.3. Anadlise esterolégica - com associacao de
tacrolimus com micofenolato mofetila

A afericdo quantitativa da densidade de
volume glomerular (Vvglom) revelou diferenca estatistica
apenas entre os grupos CONTROLE e MMF/TACO.5.

O Vglom calculado demonstrou que o grupo
SHAM foi estatisticamente maior que os demais, exceto
guando comparado ao MMF. Os grupos TAC1 e MMF
foram significativamente diferentes, e estes foram
similares aos MMF/TAC1 e MMF/TACO.5.

2.4. Andlise do estresse oxidativo tecidual - com
associa¢ao de tacrolimus com micofenolato mofetila

A dosagem de Tidis nao-proteicos foi
significativamente mais alta no grupo MMF, quando
comparada aos demais. Apesar de ndo alcancar diferenca
estatistica, a comparacao entre os grupos MMF/TAC1

e MMF/TACO.5 teve nivel de significancia p=0,06. A
concentracao de Carbonilas proteicas encontrada em
menor quantidade no grupo MMF, sendo esta diferenca
estatisticamente significativa, exceto quando comparada
aTAC1, cuja diferenca teve nivel de significancia p=0,08.
Os grupos TAC1 e MMF/TACT também apresentaram
significancia estatistica na sua diferenca, sendo que
foram similares ao MMF/TACO.5.

DISCUSSAO

O FK 506 (tacrolimus) é um macrolideo
produzido pelo fungo Streptomyces tsukubaensis
com potente atividade imunossupressora. Atua nas
vias bioquimicas intracelulares dependentes de calcio.
Inibe entdo os genes precoces de ativacao das células
T bloqueando a expressdo do RNA mensageiro de
varias citocinas. Pertence ao grupo dos inibidores da
calcineurina (CNI), assim como a ciclosporina, e compde
a pedra fundamental da terapia imunossupressora
standart. O Tacrolimus ¢é metabolizado quase
totalmente no figado, pela enzima Citocromo P450-
3A4 (CYP3A4), e eliminado nas fezes através da bile?.

Os micofenolatos sdo baseados no acido
micofendlico, que inibe a enzima inosina monofosfato
desidrogenase (IMPDH). Esta é etapa limitante na sintese
de guanosina monofosfato (GMPc) na via da sintese
“de novo” de purinas. Como a funcdo e proliferacao
dos linfécitos é muito dependente da sintese “de
novo” de purinas, esta imunossupressao tem melhor
efeito citostatico na proliferacdo dos linfécitos. O
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metabdlico ativo do acido micofendlico é metabolizado
pela glucoronil transferase no figado e sua maior parte
¢é excretada em forma inativa na urina®?'".

Independente do esquema terapéutico, as
drogas imunossupressoras possuem efeitos adversos
como nefrotoxicidade, efeitos de ordem cardiovascular,
diabetes mellitus, efeitos cosméticos como hirsutismo,
hiperplasia gengival e alopécia. Além destes, pode
haver influéncia também no processo de cicatrizacao
e reparacdo tecidual®>. No que diz respeito a
nefrotoxicidade, o Tacrolimus tanto pode exercer efeito
citotoxico direto quanto alteracoes isquémicas celulares
renais’.

Micofenolato Mofetil nao apresenta padrdo
de nefrotoxicidade. Assim, estudos recentes tentaram
utilizd-lo como forma de reduzir a dose de outras
drogas, como os Inibidores da Calcineurina (CNI).

No caso do transplante renal, existem varios
esquemas de imunossupressao, No entanto, em Nosso
meio 0 esquema mais amplamente utilizado é
associacao inicial de Tacrolimus e Micofenolato Mofetil,
associado a corticosteréide’?.

O delineamento do estudo teve como
objetivo avaliar o comportamento biolégico do rim nos
diferentes cendrios de exposicao aos imunossupressores
comumente usados no transplante renal. Desta forma,
para quantificar a toxicidade renal frente ao tacrolimus,
droga sabidamente nefrotéxica, utilizou-se de um
método de avaliacdo de dose-resposta de toxicidade
por drogas, o qual emprega uma dose padronizada
e duas outras doses em valores logaritmicos acima
e abaixo'™™. Neste tocante, optou-se pelo periodo
de exposicdo subaguda de 2 semanas, conforme
preconizado pelo guideline 407 da OECD (Organisation
for Economic Cooperation and Development), no
intuito de prevenir ébitos desnecessarios devido a dose
toxica do tacrolimus e ao mesmo tempo permitir que
houvesse prazo suficiente para sair da fase inflamatéria
da cicatrizacao.

Além disso, estudos demonstraram que pode
haver efeito sinérgico entre os imunossupressores, e
assim, poderia haver beneficio na associacao de drogas
com o intuito de diminuir a toxicidade dos CNI'® Neste
sentido, foram delineados os grupos de estudo para
avaliacao da toxicidade renal frente ao tacrolimus e ao

uma

micofenolato, e a associacdo de ambos em dose padrao
e dose reduzida (50% da dose) do tacrolimus.

O tempo de isquemia renal tem sido alvo de
estudos com objetivo de estimar qual o tempo ideal para
que nao ocorram lesdes irreversiveis'” Neste sentido ha
modelos de isquemia renal quente'® e fria'® sendo que
a maior parte dos autores suporta que isquemia quente
menor que 30 minutos é adequada para prevenir lesdes
definitivas em decorréncia da hipoperfusao e hipoxia?°.
No presente estudo utilizou-se tempo de isquemia de
20 minutos por clampeamento do pediculo vascular
renal, com o objetivo principal de promover uma prova
perfusional no érgao e estimular que houvesse resposta
do 6rgao ao estresse de isquemia e reperfusdo, sem,
no entanto, gerar possiveis lesdes definitivas que
comprometessem sua funcao.

A evolucdo do peso dos animais estd de
acordo com os achados de Tomanari, Pine e Silva?',
cujos animais apresentaram curva ascendente de
ganho ponderal até aproximadamente 180 dias de vida
quando submetidos a dieta ad libitum.

Outro parametro de nutricdo avaliado foi a
dosagem de albumina sérica. Esta é a principal proteina
sérica, e tem relacao direta com a biodisponibilidade
do tacrolimus, uma vez que o transporte sanguineo
da droga ocorre principalmente ligada a albumina e as
hemacias?'. No presente estudo, demonstrou-se que 0s
valores de albumina sérica permaneceram estaveis em
todos os grupos, sendo que apenas o grupo TACT teve
valores pouco maiores da proteina.

Os resultados encontrados mostraram
diferentes concentracbes da droga nos grupos
TACO.1, TAC1 e TACI10, sendo estatisticamente

significante apenas a dosagem em TAC10, a qual
foi significativamente maior. Quando tomada a
comparacdo de associacao de drogas, o grupo MMF/
TACO.5 foi menor que o grupo TACT1, e tendendo a
menor que MMF/TAC1. Os resultados sdo condizentes
com as doses utilizadas, uma vez que doses mais baixas
apresentaram concentracoes séricas mais baixas.

Com relacdo ao micofenolato mofetil,
Braun et al.?? observou que pode haver aumento na
sua biodisponibilidade frente ao uso associado com
tacrolimus, no entanto tal achado nao foi o mesmo de
outro estudo conduzido por van Gelder et al..
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A Ultima administracdo das drogas ocorreu
entre 24 e 28 horas antes da coleta de sangue para
dosagem, justifica-se o achado das concentracdes
séricas estarem abaixo dos valores considerados ideais
para a faixa terapéutica. Pondera-se da mesma forma
que a janela terapéutica do tacrolimus é bastante
estreita e o limiar de toxicidade da droga é baixo, o
que limita o aumento da dose de administracao.

Na comparacao das diferentes doses de
tacrolimus, houve aumento significativo da creatinina
no grupo TAC10, sendo compativel com a toxicidade
da droga em dose mais elevada. Os valores de creatinina
encontrados, no entanto, estao dentro dos parametros
de normalidade entre 0,3 e 0,6mg/d| considerados por
outros pesquisadores e biotérios?*2>.

Houve aumento progressivo dos
de uréia, sendo que para os animais que sofreram
apenas isquemia renal (grupo SHAM) a uréia sérica
foi maior que o controle, e a partir da introducdo da
droga acentuou-se a elevacao, passando ja para niveis
anormalmente altos nos grupos TACO.1 e TACIT, e
ainda maiores no grupo TAC10. Castello Branco et al.
(2011)% e Spinelli et al. (2012)?” consideram valores de
uréia normais entre 40 e 60mg/dl, confirmando que no
presente estudo houve alteracdo da funcao renal apoés
introducao do tacrolimus, e piora progressiva com dose
elevada da droga.

Os animais submetidos a tratamento com
micofenolato nas diferentes combinacdes apresentaram
niveis mais elevados e limitrofes na dosagem de
creatinina sérica. Os valores de uréia, também foram
mais elevados tanto para TAC1, quanto para 0s grupos
MMF, MMF/TAC1 e MMF/TACO0.5 quando comparados
ao grupo SHAM. O achado demonstra que a utilizacdo
de tacrolimus em associacdo com MMF e em dose mais
elevada proporciona piora da funcao renal.

A morfometria renal aferida revelou que
houve hipertrofia compensatéria em todos os grupos
com excecdo de TAC10, quando comparados ao
grupo CONTROLE, o qual permaneceu com os dois rins
nativos. O volume renal apresentou ganho de 35% a
55% nos grupos SHAM, TACO.1, TAC1, MMF, MMF/
TACT e MMF/TACO.5. Apenas TAC10 teve variacao
positiva em média de 13% no volume renal. Com
relacdo ao peso do érgdo, da mesma forma apenas

niveis

o grupo TAC 10 teve reducdao de 5%. Os demais
grupos tiveram variacado positiva na massa do érgao
entre 20% e 30%. Santos et al. (2006)%® estudou
os resultados funcionais e morfolégicos em rins de
rato submetidos a reducdo de massa renal global,
encontrando aumento de aproximadamente 90%
de volume do rim remanescente apds 8 semanas da
nefrectomia contralateral. Seyer-Hansen, Gundersen e
Osterby?® estudaram hipertrofia renal compensatéria e
encontraram ganho ponderal do 6rgdo de 31% e 44%
apos quatro e 24 dias da nefrectomia, respectivamente

Assim, o presente estudo demonstrou que a
hipertrofia renal compensatéria nao foi afetada pelo
uso das medicacdes imunossupressoras no curto prazo,
exceto no caso de doses elevadas do tacrolimus, o que
demonstra um efeito nefrotdxico direto nesta situacao.
Tais achados sdo comparaveis aos encontrados pelos
autores citados.

Com a analise glomerular por estereologia
pode-se observar que nao houve achado de esclerose
glomerular ou fibrose/esclerose da capsula de Bowman,
0s quais representam alteracées classicas de toxicidade
renal crénica relacionada aos CNI'.

A afericdo de densidade de volume glomerular
e densidade numérica glomerular encontradas foi
semelhante entre os grupos de avaliacdo da resposta,
e o célculo de volume glomerular médio demonstrou
que houve diferenca entre os grupos SHAM frente a
CONTROLE, TACO.1 e TACT. Tal achado, em conjunto
com o fato de ter havido maior hipertrofia renal
compensatdria no grupo SHAM, sugere que a utilizagao
de tacrolimus, mesmo em dose baixa, afeta a hipertrofia
glomerular ap6s a nefréctomia contralateral. Da mesma
forma, quando comparados os grupos de associacao
de drogas, houve diferenca estatistica na densidade de
volume glomerular entre CONTROLE e MMF/TACO.5, e
ndo houve diferenca entre os grupos quando comparada
a densidade numérica glomerular. J& o volume médio
glomerular
hipertrofia compensatéria nos grupos SHAM e MMF,
sugerindo além de um efeito deletério do tacrolimus,
possivel efeito protetor do micofenolato mofetil quanto
ao aumento de volume dos glomérulos na hipertrofia
renal compensatéria, uma vez que os animais do grupo
MMF apresentaram o maior volume renal.

calculado mostrou ter havido maior
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Apesar de os dados encontrados neste estudo
nao terem demonstrado claramente grande diferenca
entre os grupos, eles vao de encontro aos achados
da literatura. Outro ponto de discussao é que talvez a
estereologia ou mesmo a avaliacdo histomorfoldgica
pura nao sejam suficientes para avaliar com precisao
as alteracoes relacionadas com nefrotoxicidade em
modelo de exposicao subaguda as drogas, como neste
experimento.

Os resultados encontrados mostram que
houve um aumento progressivo na concentracao de
GSH quando do aumento da dose de tacrolimus, na
curva doseresposta, sendo, no entanto, encontrada
diferenca estatistica apenas na comparacao das doses
de 10mg/kg/dia com 0,1mg/kg/dia. Tal fato deve ter
ocorrido em virtude do tempo de exposicao a droga ndo
ter sido suficientemente longo. Quando comparados
0s grupos de associacao de drogas, houve aumento
significativo nos niveis de GSH do grupo MMF. Sarangi
et al.* relata aumento da GSH em ratos tratados com
micofenolato apds intoxicagdo por mercurio, sugerindo
gue tal aumento é fator protetor para a célula. Da
mesma forma, Saad, Arafah e Najjar®’ apontam que
aumento do GSH é um dos mecanismos celulares para
combater o estresse oxidativo a nivel celular.

A concentracdo de hidroperdxidos e a de
carbonilas proteicas ndo mostrou diferenca estatistica
na comparacdo dos grupos de dose-resposta ao
tacrolimus, inferindo que nao houve lipoperoxidacao
e nem carbonilacdo proteica significativas nestes
grupos. Com relacdo a comparacdo de associacdo
de drogas, no entanto, pode-se observar que os
grupos MMF e MMF/TAC0.5 mostraram significativa
reducdo na concentracdo de hidroperéxidos quando
comparados aos demais, inferindo assim uma menor
lipoperoxidacdo. De maneira similar, a concentracao
de carbonilas proteicas foi estatisticamente menor no
grupo MMF, e também houve diferenca entre os grupos
TAC1 e MMF/TACT, sugerindo menor dano oxidativo
as proteinas no grupo de micofenolato puro e efeito
sinérgico de tacrolimus e 59 micofenolato aumentando
a carbonilacédo de proteinas, se comparadas as drogas
isoladamente.

Este estudo permite concluir que: a) A
avaliacdo da funcao renal pela dosagem de creatinina e

uréia mostrou que ha nefrotoxicidade relacionada com
uso de tacrolimus, principalmente em doses elevadas,
e este efeito resultou em maiores alteracdes nos niveis
de uréia e menores na creatinina; da mesma forma, ha
alteracao da funcao renal com o uso de micofenolato
mofetil, e h& piora da funcdo renal na associacao
das drogas; b) O tacrolimus em dose elevada inibe a
hipertrofia renal compensatéria; e nao ha alteracdo
histoldgica glomerular neste periodo de tempo de
exposicao as drogas; A estereologia glomerular
demonstrou haver inibicdo na hipertrofia glomerular
compensatoria frente as drogas, quando avaliado o
volume médio glomerular; ¢) As drogas induziram
reacdo celular de protecao frente ao estresse oxidativo
através do aumento de tidis ndo-proteicos (GSH), ndo
sendo detectada alteracdo de peroxidacao de lipidios
nem carbonilagdo de proteinas significativas com
uso de tacrolimus mesmo em doses elevadas; sugere
também fator protetor do micofenolato mofetil na
lipoperoxidacdo e na carbonilagao de proteinas.

LISTA DE SIGLAS

ABTO — Associacdo Brasileira de Transplante
de Orgaos

AGPI — Acidos graxos poli-insturados

BSA — albumina de soro bovino

CEUA - Comite de Etica no Uso de Animais
CNI = Inibidor da calcineurina

COBEA — Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal

DTNB — &cido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzdico
ERO — Espécie reativa de oxigénio
FeSO4.NH4 — sulfato ferroso amoniacal

FK 506 — Tacrolimus

GSH - Glutationa reduzida

HCI — acido cloridrico

HLA — Antigeno leucocitario humano

LPO — Peroxidacao de lipidios

MTOR — Mammalian Target of Rapamycin
PBS — Tampéo fosfato salina

PCO - Carbonilacdo de proteinas

PTK — Proteina Tirosinaquinase

TCA - Acido tricloroacético

TCR — Receptor da célula T
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ABSTRACT

Obijective: to evaluate the renal toxicity caused by tacrolimus and mycophenolate mofetil (MMF) in a single kidney ischemia and

reperfusion model. Method: experimental study using Wistar rats, submitted to right nephrectomy and left renal ischemia for 20

minutes, separated into groups in the postoperative period (PO): 1) Control (nonoperated); 2) Sham (operated, without PO drug); 3)

TACO.1, TACT and TACT10, tacrolimus administered PO at doses of 0.1mg/kg, Tmg/kg and 10mg/kg via gavage, respectively; 4) MMIF,

administered mycophenolate mofetil 20mg/kg,; 5) MMF/TACT and MMF/TACO.5, with an association of mycophenolate mofetil 20mg/kg

and tacrolimus 1mg/kg and 0.5mg/kg, respectively. They were killed on the 14% PO and the kidney was removed for tissue oxidative stress

analysis, by the dosage of reduced glutathione (GSH), lipoperoxidation (LPO) and protein carbonylation (PCO), and histological analysis

by glomerular stereology (Glomerular volume density, Numerical density glomerular and mean glomerular volume). Renal function was

evaluated by the measurement of serum creatinine and urea. Results: both drugs caused alterations in renal function, and the toxicity

of tacrolimus was dose-dependent. Subacute toxicity did not show significant glomerular histological changes, and there was renal and

compensatory glomerular hypertrophy in all groups except TAC10. Conclusion: Both drugs cause changes in renal function. Glomerular

morphometry and stereology showed negative interference of immunosuppressants during compensatory glomerular hypertrophy.

Keywords: Tacrolimus. Oxidative Stress. Inmunology. Reperfusion.
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