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RESUMO

A associacdo de novos compostos a doses menores das drogas imunossupressoras
ja utilizadas em transplante pode aumentar o potencial das mesmas na prevencao
de episddios de rejeicao e causar menos efeitos colaterais. Sirolimus (SRL) aumenta
a sobrevida de aloenxertos ao bloquear a proliferacao das células T ativadas, porém
acarreta efeitos colaterais como hipertensdo, edema periférico e proteinuria.
FTY720 (FTY), um novo imunomodulador, aumenta a sobrevida de aloenxertos em
modelos experimentais impedindo a migracao de linfécitos para o sitio inflamatério
(enxerto) sem prejudicar sua ativacdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
sobrevida do aloenxerto de pele murino parcialmente compativel (doador F1 e
receptor C57BL/6) na vigéncia da administracao prolongada (21 dias) de FTY+SRL,
os eventos imunolégicos associados a sobrevida do aloenxerto e os efeitos da
administracao dessas drogas sobre parametros renais.

A sobrevida do aloenxerto foi significativamente aumentada pela administragdo das
drogas de maneira isolada (p<0,0005) ou em combinacdo (p<0,0005), havendo
somente um episddio de rejeicdo no grupo tratado com FTY+SRL. A maior sobrevida
esteve associada a menor porcentagem de linfécitos no sangue periférico (p<0,005)
devido a menores porcentagens de linfocitos CD3+CD4+ (p<0,005) e CD3+CD8+
(p<0,005). Por outro lado, a porcentagem de células CD11b+ esteve
significativamente aumentada (p<0,005). Nos linfonodos, o grupo tratado com
FTY+SRL apresentou diminuicdo significativa do numero de linfécitos CD3+CD4+
(p<0,005) e de linfocitos CD3+CD8+ (p<0,005). No bacgo, houve diminuicdo do
namero de células totais (p<0,005) devido a diminuicdo do numero de linfécitos

CD3+CD4+ (p<0,005) e CD3+CD8+ (p<0,005) e de células CD11b+ (p<0,005). No



timo, houve diminuicdo significativa do numero de timécitos (p<0,005) no grupo
tratado com FTY+SRL devido a uma diminuicdo do niumero de células CD4+CD8+
(p<0,005). No enxerto, o tratamento com FTY+SRL diminuiu significativamente a
porcentagem de células CD3+CD4+ (p<0,05) e apresentou uma tendéncia a
diminuicao da porcentagem de células CD11b+ (p=0,056). A concentracao sérica de
creatinina esteve aumentada nos animais tratados com FTY+SRL (p<0,05), porém
ndao houve alteracbes quanto ao volume urinario 24 horas, concentracbes de
proteina ou creatinina urinarias ou alteragdes estruturais.

Em suma, a combinagdo FTY+SRL foi eficaz em aumentar a sobrevida do
aloenxerto de pele murino em uma combinagdo parcialmente compativel. Os
eventos imunoldgicos sugeridos associados a este achado foram a diminuicdo do
namero de células CD3+CD4+ e CD3+CD8+ no sangue periférico; a retencao das
células apresentadora de antigeno (CD11b+) do receptor no sangue periférico,
impedindo sua migracdo para os linfonodos e baco, reduzindo a atividade
aloestimulatéria das células T naive do hospedeiro; o prejuizo da migracao das DCs
do doador para os orgaos linféides secundarios e consequente prejuizo da
apresentacao de antigenos; a prevencao do egresso de timécitos maduros para a
periferia e apoptose dos timécitos CD4+CD8+ imaturos; a possivel selecdo de
células infiltrantes no enxerto com fendétipo regulador. A combinagédo de drogas néo

esteve associada a prejuizo da funcao ou estrutura renais.



1. INTRODUCAO

1.1. Imunossupressao em transplante — aspectos gerais

O transplante de 6rgdos € uma intervencao terapéutica eficaz em individuos com
doencas terminais de coracdo, pulmao, figado, rim e intestino. A maior experiéncia
da equipe transplantadora e os avancos no manejo imunoldgico, nas técnicas
cirurgicas, nos cuidados intensivos € no desenvolvimento de novos medicamentos
imunossupressores tiveram grande impacto no progresso dessa modalidade
terapéutica’. A fungdo adequada da maioria dos 6rgaos transplantados ultrapassa 5
anos e, em 40 anos, reduziu-se a incidéncia de rejeicao aguda de mais de 70% para
menos de 20%, e elevou-se a sobrevida de 40% para aproximadamente 90% no
primeiro ano de transplante?. Os imunossupressores modulam diferentes etapas da
resposta imunolégica ao aloenxerto, causam imunossupressao nao-especifica e
todos acarretam efeitos colaterais especificos®. O objetivo atual na area dos
transplantes é o desenvolvimento de protocolos imunossupressores menos toxicos,
com combinacdo de drogas que possam minimizar o risco e 0 a incidéncia de
rejeicdo aguda e cronica, além de causar menos efeitos colaterais*®.

O modelo experimental de transplante de pele pode ser convenientemente usado
para esclarecer os efeitos e 0 mecanismo de acdo de novas drogas
imunossupressoras devido a sua maior imunogenicidade comparado a outros
tecidos, implicando necessidade de potente imunossupressdo para prevenir a
rejeicdo, e ao baixo custo de execucao®. Nao é totalmente clara a razdo para a maior
imunogenicidade da pele. Algumas das explicacbes incluem o processo de

revascularizacdo, a drenagem linfadtica e a presenca de antigenos teciduais



especificos’. Na pele, células de Langerhans epidérmicas e células dendriticas
(DCs, do inglés dendritic cells) dérmicas apresentadoras de antigeno desempenham
um papel essencial na imunidade cutanea®. E importante a migracéo das células de
Langerhans para os linfonodos (LNs) drenantes na iniciacdo do processo de
rejeicdo: apesar de poucas, tais células induzem proliferacdo significativa de
linfocitos em transplantes de pele alogénico e congénito’. E importante também o
tamanho do enxerto na determinacdo da suscetibilidade a rejeicao, fatores
inversamente proporcionais®. A resposta imunolégica ao aloenxerto de pele consiste
em dois componentes: destruicao inflamatéria antigeno-nao-especifica da epiderme
e destruicao antigeno-especifica dos componentes celulares da derme. Apesar da
intensa resposta inflamatéria que acompanha as respostas de rejeicao in vivo, é o
mecanismo efetor antigeno-especifico que determina se o aloenxerto sera aceito ou
rejeitado®.

No alotransplante de pele, as células de Langerhans entram em contato com o
antigeno e o levam ao encontro dos linfoécitos nos LNs, sobretudo os drenantes.
Apé6s o transplante de pele no dorso do animal, espera-se, portanto, aumento no
nimero e ativacdo dos linfocitos nos dias 4 e 5 pés-transplante nos LNs axilares'®.
As diferencas nos loci do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do
inglés Major Histocompatibility Complex), sao o desencadeador mais potente de
rejeicdo de aloenxertos. Mesmo em gémeos univitelinos, ocorre rejeicao do enxerto
devido as diferengas entre os antigenos menores de histocompatibilidade'’. Em
modelo de transplante de pele entre camundongos de linhagens diferentes, aos 10
dias pés-transplante, os esplendcitos dos receptores demonstraram proliferacéo in

vitro em contato com peptideos do MHC Il do doador, indicando a ocorréncia de



processamento e apresentacdo peptidica durante uma resposta in vivo ao
aloenxerto'?,

O estimulo das células T pelo MHC alogénico apresentado por células
apresentadoras de antigenos (APCs, do inglés antigen presenting cells) contidas no
enxerto do doador é chamada apresentacao direta, enquanto o estimulo por APCs
do préprio receptor é chamada apresentacdo indireta'®. Recentemente, foi descrito
outro possivel mecanismo de apresentacdo de aloantigenos denominado semi-
direto, em que as APCs do receptor podem adquirir moléculas de MHC funcionais
intactas das células do doador e este MHC adquirido é capaz de estimular células T
especificas para o antigeno'. O receptor de células T (TCR, do inglés T Cell
Receptor) das células CD4+ (grupamento de diferenciacdo 4, do inglés cluster
differentiation 4) interage com o antigeno apresentado pela APC no contexto do
MHC Il. A interacdao TCR-antigeno é necessaria, mas nao suficiente para ativar as
células T alorreativas. As cadeias CD3 e { ligam o reconhecimento do antigeno pelo
TCR aos eventos bioquimicos que levam & ativagdo funcional das células T'°. Os
sinais co-estimuladores promovidos pela interacdo entre as moléculas B7 da APC e
CD28 da células T CD4+ e pela interacao entre CD40 das APCs e CD40 Ligante das
células T CD4+ iniciam uma cascata quinase-dependente que ativa vias bioquimicas
efetoras como a da calcineurina, as quais aumentam o calcio livre intracelular e
promovem a transcricdo genética codificadora de citocinas. A enzima calcineurina
faz com que o fator nuclear de células T ativadas (NFAT, do inglés nuclear factor of
activated T cells) sofra desfosforilacdo e migre do citoplasma para o nucleo,
regulando, entéo, a transcricao genética de interleucinas (IL)-2, IL-3, IL-4 e interferon
(IFN)-y. A célula T passa da fase GO do ciclo celular para a fase ativada G1, mas

somente progride de G1 para S e comeca a proliferar-se quando as citocinas ligam-



se aos seus receptores e emitem sinais de transducao para o nucleo da célula, os
quais passam pela proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR, do inglés
mammalian Target of Rapamycin). O mTOR catalisa a ativacdo de ciclinas e
quinases ciclina-dependentes, a ativagao do sinal 2 mediado por CD28 e dos fatores
de transcricao induzidos por CD28 (Fator Nuclear kB), a dissociacao de fatores para
traducado de proteinas microssomais e a sintese da proteina ribossomal S6. As
APCs aumentam a expressao de B7 e passam a expressar IL-12. A IL-2 atua de
modo sinérgico com a IL-12 na ativacdo da APC, que apresenta antigenos para as
células T CD8+ citotoxicas precursoras e co-estimula sua ativacdo. A interacao do
Fas ligante dos linfécitos T CD8+ ativados com o Fas expresso nas células do
enxerto associada a liberacdo de granzimas e perforinas acarreta a apoptose
celular. A IL-12, ainda, age nas células T CD4+ estimuladas pelo antigeno e induz a
diferenciacao desses linfécitos em células T auxiliadoras do tipo 1 (Th1, do inglés T
helper 1). Na auséncia de IL-12, a diferencia¢do para células Th2 é induzida. Dentre
varias outras interleucinas, as células Th1 secretam IFN-y e IL-2, que promovem
citotoxicidade mediada por células ao ativar macréfagos e células CD8+. IFN-y
também estimula a producdo de anticorpos IgG2a. As células Th2 secretam
principalmente IL-4, que estimula células B a produzirem anticorpos IgG1 e IgE'®?°.

Durante mais de duas décadas, a imunossupressao de manutencao em transplante
baseou-se na administracdo de azatioprina (AZA) e corticosterdides/prednisona
(PRED) sem monitoracdo sanglinea, e o tratamento dos episédios de rejeicao
aguda era fundamentado em altas doses esteroidais, acarretando inadequada
imunossupressdo e altas taxas de rejeicdo aguda®?’. A AZA atua na fase
proliferativa do ciclo celular como andlogo das bases purinicas, inibindo a sintese de

RNA e DNA e, logo, inibindo a ativacado de células T. Seu principal efeito adverso é



depressado dose-dependente da medula 6ssea. Os corticosterdides afetam quase
todas as fases das respostas imune e inflamatéria, sendo sua acao
imunossupressora associada a inibicdo da transcricao génica de citocinas pro-
inflamatérias pelas células T e pelas APCs e a leucocitopenia secundaria a
redistribuicao de leucdcitos circulantes. Dessa forma, seu uso impede a producgéo de
citocinas e inibe o recrutamento e a ativacdo das células T. Seus efeitos colaterais
incluem retencao de liquidos, diabetogénese, prejuizo a cicatrizacao, Ulcera péptica
e osteoporose?.

A nova e revolucionaria fase da imunossupressao quimica deu-se com o advento da
ciclosporina (CsA) nos anos 80224, Os novos protocolos de combinagdo com a
CsA aumentaram a taxa de sobrevida dos transplantes, e a CsA tornou-se a base
principal da imunossupressao e parte do protocolo padrédo, contra a qual todas as
novas drogas devem ser testadas®. No inicio dos anos 90, disponibilizou-se um
analogo da CsA, Tacrolimus (Tac). A administracdo de CsA e Tac, drogas inibidoras
da calcineurina, estd associada a efeitos colaterais como nefrotoxicidade, infeccao,
hipertrofia gengival, pruridos e diabetes de novo®*?°. A imunossupressdo causada
por essas drogas deve-se ao blogueio da transcricdo de citocinas envolvidas na
ativacao das células T por meio da inibicdo da calcineurina, prejudicando entdo a
resposta imune. Predominantemente como resultado dessa inibicdo, multiplos
processos bioquimicos em diversas células além dos linfocitos sdo alterados, o que
pode acarretar os efeitos colaterais dessas drogas®®?’.

O Sirolimus (SRL) € um produto da fermentacdo macrociclica do actinomiceto
Streptomyces hygroscopicus, originalmente investigado como agente antifingico e
antitumoral, aprovado para uso clinico desde 1999%*?8. O SRL e o Tac ligam-se ao

receptor intracelular proteina de ligagdo ao FK506 12, gerando um complexo téxico



que interfere em um componente especifico da maquinaria sinalizadora celular.
Enquanto o Tac intervém na atividade enzimatica da calcineurina e na transcri¢cao de
diversas citocinas na transicao da fase GO para a fase G1 do ciclo celular, o SRL
interfere em sinais decorrentes da ativacdo da quinase multifuncional mTOR, de
receptores de fatores de crescimento e de citocinas na transi¢cao da fase G1 para S
do ciclo celular®®?. A via de ativacdo da mTOR envolve processos metabdlicos e
traducdo de proteinas para manutencédo da homeostase celular®. Inibindo o mTOR,
SRL acarreta a inibicao da atividade do linfécito T induzida por citocinas (IL-1, IL-2,
IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-12 e IL-15), por aloantigenos e mitégenos e também a
inibicdo da atividade do linfécito B na producdo de imunoglobulinas induzida por
antigenos e citocinas?®®. O tratamento com SRL acarreta beneficios e efeitos
adversos, possivelmente devido a alteragdes na regulagao transcricional®’.

Recentemente, um novo imunomodulador, FTY720 (FTY), foi sintetizado a partir da
modificacdo quimica da mioricina, um produto natural do ascomiceto Isaria
sinclairif®. Estudos apontam para o potencial efeito imunomodulador do FTY, que

mostrou-se protetor em modelos experimentais de lesdo de isquemia e

35,36 37,38

reperfusdo®*, doencas autoimunes®®, crescimento tumoral e metastase®, e no
prolongamento da sobrevida e prevencéo de rejeicdo aguda em diversos modelos
experimentais de transplante de pele, coragao, figado e rim por meio do bloqueio da
chegada de células no tecido transplantado ou em locais-alvo de células
autorreativas sem, contudo, ocasionar efeitos colaterais significantes ou toxicidade

renal®>3%42,



1.2. Dinamica dos linfocitos

Os linfécitos naive recirculam continuamente entre o sangue e a linfa por meio dos
orgaos linféides secundarios (SLO, do inglés secondary lymphoid organs), que
incluem os LNs, as Placas de Peyer (PP) e o baco, onde antigenos e APCs estao
localizados. Para entrar nos LNs e PP, os linfécitos aderem e transmigram através
de vénulas pos-capilares denominadas vénulas de endotélio alto (HEV, do inglés
high endothelial venules), localizadas principalmente nas zonas de células T, mas
também na periferia dos foliculos de células B**. Os SLO estdo estrategicamente
posicionados para amostrar antigenos que entram através de qualquer superficie
corporea; o baco filtra antigenos do sangue, LNs filtram a linfa que drena da
superficie da pele ou mucosas, e as Placas de Peyer obtém antigenos a partir do
limen intestinal. Os foliculos linféides contém DCs foliculares que capturam e
apresentam antigenos em sua superficie para reconhecimento pelas células B,
enquanto as zonas T contém DCs derivadas da medula éssea que apresentam
complexos MHC-peptideo para as células T*.

Outros leucdcitos sao excluidos da adesao e transmigracao através das HEV pela
expressao diferencial de quimiocinas. Os linfécitos que migram preferencialmente
pelos LNs periféricos expressam L-selectina (CD62L), que reconhece adressinas
nas HEV dos LNs, enquanto linfécitos que migram preferencialmente através do
intestino expressam a integrina asB7 que reconhece uma adressina vascular nas
vénulas da lamina prépria intestinal e das HEV das PP. A juncdo de CD62L a esses
ligantes diminui a velocidade dos linfécitos, que rolam pelas HEV e ligam-se
fortemente as moléculas de adesao célula-endotélio ICAM-1 (molécula de adesao

intercelular 1, do inglés intercellular adhesion molecule-1) e ICAM-2 através do



antigeno associado a funcao de linfocito 1 (LFA-1/CD11a), do inglés lymphocyte
function-associated antigen-1), uma B,-integrina que sera descrita posteriormente.
Os linfécitos entao transmigram entre as células endoteliais adjacentes e penetram a
membrana basal para acessar o parénquima do tecido®.

Duas familias de receptores acoplados a proteina G desempenham papéis
essenciais na migracao dos linfocitos pelos SLO: receptores de quimiocinas e
receptores de esfingosina-1-fosfato (S1P, do inglés sphingosine-1-phosphate). As
quimiocinas expressas pelas células do estroma linféide guiam os movimentos das
DCs e dos linfécitos durante a imunovigilancia e a iniciacdo de respostas imunes
adaptativas. As quimiocinas CCL (Familia de quimiocinas com residuos de cisteina
consecutivas na extremidade N-terminal)19 e CCL21, presentes nas células
endoteliais das HEV, ativam Bo-integrinas em linfoécitos naive e DCs através do
receptor CCR7; CXCL13, preferencialmente expressa por HEV nos foliculos das PP,
ativa Bo-integrinas principalmente em linfocitos B através do receptor CXCR5; CXCL
(Familia de quimiocinas em que outro aminoacido se situa entre as duas cisteinas
na extremidade N-terminal)12, presente no sitio luminal das HEV, ativa B.-integrinas
em linfécitos T e B através do receptor CXCR4. O receptor 1 de S1P (S1P4 do inglés
sphingosine-1-phosphate receptor-1) é necessario para o egresso dos linfocitos do
timo e SLO e é negativamente regulado pela droga imunomoduladora FTY#34,
Wang et al. sugeriram que uma ampla série de efeitos da S1P nas células pode ser
divisivel em: (a) aqueles que auxiliam a sobrevida e facilitam algumas respostas
funcionais, geralmente em concentracoes fisiolégicas baixas (3-100nM,
concentragdes encontradas em muitos tecidos), como supressdao de apoptose
induzida por ativacdo e aumento das respostas quimiotaticas as quimiocinas; (b)

aqueles que suprimem respostas quimiotéticas e ciclos de migragéo, geralmente em
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concentragdes fisioldgicas mais altas (0,3 a 3uM, concentragdes encontradas no
sangue e na linfa)*.

As integrinas sao proteinas de superficie celular transmembrana que ligam-se a
proteinas do citoesqueleto e transmitem sinais extracelulares. As integrinas de
leucécitos compartiham de uma cadeia comum (CD18) associada a trés
subunidades: LFA-1 (CD11a), CD11b e CD11c. A molécula CD11b é expressa por
mondcitos/macréfagos*®, neutréfilos*’, células assassinas naturais (NK, do inglés
natural kille)*®, DCs CD8+*° e células T CD8+ recentemente ativadas®, e seus
ligantes incluem proteinas expressas por células (p.ex. ICAM-1), bem como
proteinas sollveis (p.ex. fragmentos do complemento)®'.

Os linfécitos naive que entram no 6rgao linféide e ndo detectam seu antigeno
especifico emigram pelos vasos linfaticos eferentes para o ducto toracico e retornam
a circulacao para continuar a averiguar outros SLO. Se ocorrer o encontro com o
antigeno, a ativacao dos linfécitos ocasiona mudancas na expressao de seus
receptores de quimiocinas e, portanto, na capacidade migratéria. A expressao de
CCR7 ¢ transitoriamente regulada positivamente, para que essas células
permanegam na zona T por um periodo de tempo. Logo, algumas das células T
CD4+ regulam positivamente sua expressdao de CXCR5, perdem a expressao de
CCR7 e migram para os foliculos de células B, onde CXCL13 € espressa, e auxiliam
os linfécitos B ativados através das moléculas CD40 (das células B) e CD40 Ligante.
Esta interacdo induz aumento da expressao de moléculas co-estimuladoras B7 pelas
células B, as quais, por sua vez, aumentam a interacdo entre os linfocitos Be T e
induzem a producéo de IL-4 pela célula T. Os linfécitos B ativados tornam-se entédo
plasmécitos secretores de anticorpos. Uma parte das células T ativadas sofre

expansao clonal e diferencia-se em células de memoaria central e células de memoria
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efetoras*®*. A expressdo do S1P; e a responsividade a S1P sdo também reguladas
negativamente para retencao das células nos érgaos linféides. A reaquisicao dos
niveis de expressao do receptor e da responsividade a S1P esta associada a saida
das células desses 6rgdos®. As células T naive e células de meméria central
expressam os receptores CCR7 e CD62L e recirculam continuamente para os SLO,
produzem IL-2, proliferam-se apds ativacdo e podem auxiliar a proliferacdo de
células efetoras de meméria, as quais nao recirculam pelos SLO, mas vigiam os

6rgéos periféricos e migram para os locais de inflamagao®°.

1.3. FTY720 - Histérico e mecanismos de acao propostos

A Mioricina € um metabdlito do fungo ascomiceto Isaria sinclairii, identificado numa
selecao de produtos naturais, que foi capaz de diminuir a proliferacao de linfocitos
em reacdo mista de linfocitos alogénicos murinos®®. Contudo, quando testadas suas
propriedades imunossupressoras in vivo, a mioricina mostrou-se téxica. A inoculacao
intraperitoneal (i.p.) de 0,03-0,3mg/Kg/dia do metabdlito a ratos F344 receptores de
aloenxerto de pele de doadores LEW durante 10 dias levou a um aumento minimo
da sobrevida do enxerto, enquanto animais que receberam 1,0mg/Kg/dia morreram
com graves alteracdes digestivas®’. Testes de derivados sintéticos da ISP-1 visando
a aumentar a capacidade de prevencao de rejeicdo em modelos de alotransplante
de pele levaram a identificagdo de um novo imunomodulador, o FTY720, 2-amino-2-
[2-(4-octilfenil)etil]propano-1,3-diol hidroclorido®®.

Inicialmente, acreditou-se que FTY causaria apoptose de linfécitos, pois a exposicao

in vitro de esplendcitos de rato e células mononucleares de sangue periférico
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humano a altas concentracées da droga — 4mM ou mais — induziu caracteristicas
tipicas de apoptose, tais como fragmentacdo de DNA cromossoémico®*°.
Posteriormente, foi demonstrado que a administracdo de uma Unica dose da droga
(0,1 a 1mg/Kg) diminuiu o numero de linfécitos no sangue periférico, ducto toracico
(DT) e bago de ratos F344 em trés a 24 horas de maneira reversivel, jA que
retornaram aos niveis do controle sete dias a duas semanas depois.
Concomitantemente, foram aumentados de maneira dose-dependente os nimeros
de linfécitos nos LNs periféricos (LNP), mesentéricos (LNM) e PPs, cujo retorno aos
niveis do controle levou de 24 horas a cinco dias. Além disso, linfécitos marcados
com calceina e transfundidos via intravenosa (i.v.) apresentaram trafego acelerado
para os LNP, LNM e PP trés horas apds a administracao da droga. Estes resultados
indicaram que a reducao dos linfécitos maduros no sangue periférico, DT e baco foi
predominantemente causada por migracao linfocitaria acelerada do sangue ou baco
para os LNP, LNM e PP, e nao por citotoxicidade®'.

Considerando a rapida reducdo dos linfécitos do sangue periférico em ratos apés
uma unica administragdo oral de FTY, Luo et al. estudaram in vivo os efeitos da
administracdo oral de 1mg/Kg/dia de FTY durante 2 semanas na distribuicdo de
linfécitos em camundongos C57BL/6J. O numero de linfécitos sanguineos periféricos
diminuiu para aproximadamente 10% dos niveis dos controles, porém, ao contrario
daquilo observado apds a administracdo de uma unica dose da droga, os numeros
de linfécitos nos LNP, LNM, PP e bacgo diminuiram para aproximadamente 50% dos
niveis dos controles. Além disso, a administracao de FTY foi capaz de aumentar a
sobrevida do aloenxerto de pele de camundongos C3H/Hed em camundongos

aly/aly, deficientes em LN e PP, demonstrando que os LN e PP nao foram

necessarios para que a droga exibisse seus efeitos imunomoduladores®. Em
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concordancia com os dados de Luo et al., Sugito et al. posteriormente observaram
que a administracdo oral de FTY na dose de 1mg/Kg/dia durante 14 dias
consecutivos diminuiu significativamente o numero total de linfécitos no sangue
periférico, bem como os subtipos B220+, CD3+ e CD4+, em camundongos aly/aly
com ou sem esplenectomia. Enxertos de pele de doadores C3H apresentaram
sobrevida prolongada em comparagcdo aqueles de animais que nao receberam a
droga e a histologia dos grupos tratados apresentou menos infiltracao celular. Logo,
o papel do FTY nao pode ser totalmente explicado pela hipétese de que a droga
promove o movimento dos linfécitos e os isola em SLO®.

Ao contrario dos imunossupressores classicos que causam imunossupressao
inespecifica, foi mais tarde demonstrado que doses terapéuticas orais de FTY
(0,3mg/Kg/dia) administradas por até 15 dias ndo prejudicaram as respostas imunes
humorais nem a memoria imunolégica de células B e T. Também nao ocorreu
supressdao da geragdo de linfécitos T citotoxicos especificos aos Virus da
Coriomeningite Linfocitica (LCMV) e Virus da Estomatite Vesicular em LNs dos
camundongos infectados®®. Recentemente, foi evidenciado que a administragéo i.v.
de baixas doses de FTY (0,004mg/Kg/dia) a camundongos durante os trés primeiros
dias de infeccao pela linhagem clone 13 de LCMV — que induz infec¢do crénica e
persistente — promove o clearance viral em sete dias. Além disso, quando
administrada nas mesmas dosagens a camundongos persistentemente infectados
pelo virus ha 30 dias, a droga também leva ao clearance viral. Estes resultados
estiveram associados a linfopenia e a sequestro dos linfécitos nos LNs, manutencao
das respostas de células T especificas ao LCMV e recuperacao funcional de células

TCD8, cuja funcéo havia sido prejudicada pela infeccdo cronica®.
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Outros dados recentes sugeriram que a via intracelular de ativacao das células T
nao é alterada pelo FTY. Os efeitos da CsA na expressao génica de IL-2, IFN-y e
Fator estimulador de colbnia de granulécitos-macréfagos (GM-CSF, do inglés
Granulocyte macrophage colony-stimulating factor) dependente de NFAT foram
estudados em pacientes transplantados renais tratados com FTY (linfopénicos) ou
com Acido Micofenélico (MPA, do inglés mycophenolic acid). O reduzido nimero
absoluto de linfécitos no sangue periférico do grupo tratado com
FTY+CsA+corticosterdides foi acompanhado de diminuicdo das expressoes
quantitativas dos genes de IL-2, IFN-y e GM-CSF em relagdo aos pacientes tratados
com MPA+CsA+corticosterdides. Contudo, a reducao relativa na expressao génica
(relacéo expressao génica duas horas ap6s a administracdo de CsA/expressao pré-
administracdo de CsA) foi similar nos pacientes tratados com FTY e com MPA®®.

Em 2002, constatou-se que o FTY in vivo é fosforilado a FTY-fosfato (FTY-P), e que
sua forma fosforilada é agonista de alta afinidade de quatro dos cinco receptores da
molécula lipidica S1P, a saber, receptores de S1P 1, 3, 4 e 5 (S1Py345) € que a
droga ativa a sinalizacao intracelular dos receptores de S1P (S1PR, do inglés
Sphingosine-1-Phosphate Receptor) com afinidade similar ou maior a da S1P. Apos
trés horas de administracdo de 2,5mg/Kg de FTY a camundongos, os vasos dos
seios medulares e subcapsulares dos LNM n&o continham linfocitos, os quais foram
retidos no sitio abluminal do endotélio linfatico, sugerindo que as células ndo podem
acessar estruturas de egresso. Logo, ja que linfécitos naive entram no tecido linfatico
ao sair de um linfonodo, a auséncia de linfécitos por FTY na linfa seria mais
consistente com bloqueio do egresso dos linfocitos pela ativacdo agonista de

receptores de S1P®":68,
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Conforme revisado em 2008, os esfingolipideos sdo amplamente distribuidos na
membrana plasmatica em organismos eucariontes e desempenham papel na
estrutura da membrana celular, interagdes célula-célula e célula-matriz, crescimento
e diferenciacdo. Alguns de seus metabdlitos, como a S1P, produzida a partir da
esfingosina pela enzima esfingosina quinase (SPhK, do inglés sphingosine kinase),
possuem funcdes de sinalizacdo. A S1P liga-se a cinco receptores de membrana
acoplados a proteina G — S1P12345, 0 que ativa vias de sinalizagao intracelular,
levando a uma variedade de respostas celulares, como proliferacéo, regulacdo da
migracao celular, rearranjo do citoesqueleto e reforco das juncdes aderentes®®.

Os receptores S1P1 e S1P,4 sdo expressos por células T e B’%"'. S1P; é expresso

I”? e por células dendriticas murinas”™ e S1Ps é

por células B da zona margina
expresso por células NK’™*. S1P; também é expresso por células endoteliais”.

Em 2003, demonstrou-se in vitro que FTY é fosforilado pelas enzimas SphK1 e
SphK2. Cada uma das enzimas foi transitoriamente transfectada para células em
cultura. Embora a expressao de SphK2 fosse muito menor que aquela da SphK1, os
lisados celulares das células trasfectadas com SphK2 fosforilaram o FTY mais
efetivamente’®. Corroborando com esses dados, Zemann et al. demonstraram in vivo
que a SphK2 é essencial na fosforilagdo do FTY em camundongos. A administracao
oral ou i.v. de FTY a camundongos deficientes em SphK2 n&o foi capaz de induzir
linfopenia em 24 horas, ao contrario dos camundongos selvagens. A administracéo
i.v. de 1mg/Kg de FTY-P induziu a linfopenia nos camundongos selvagens em até 24
horas, enquanto os camundongos deficientes em SphK2 apresentaram linfopenia
somente transitéria, completamente perdida 24 horas depois’’.

Enquanto a maior parte da liberacdo de S1P pelas plaquetas depende de ativagéao

plaquetaria, o FTY-P é eficientemente convertido a partir do FTY e liberado de
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maneira ativacdo-independente pelas plaguetas, mas nao pelos eritrocitos ou por
células endoteliais, o que sugere que as plaquetas sdo a maior fonte de FTY-P”°.

Enquanto agonista do S1P4, FTY-P ativa sua via de sinalizagdo intracelular com
afinidade similar & da S1P ou maior®”®. O endotélio regula a permeabilidade a
proteinas e células por meio de juncdes célula-célula, bem como jungdes aderentes,
estruturas formadas entre células adjacentes pela adesdao de proteinas
transmembrana. O estimulo de S1P; por um ligante acarreta mudancas na
organizacdo do citoesqueleto endotelial que alteram a funcdo das juncdes

818 O tratamento de células

aderentes, reforcando a integridade da barreira
endoteliais com FTY-P aumenta a ativacdo de S1P;, aumentando a jungédo e
diminuindo a permeabilidade e, assim, os linfécitos ndo conseguem passar pelas
juncdes celulares e acumulam-se nos tecidos linféides®.

Entretanto, o agonismo de FTY-P também exibe fungdes antagonistas funcionais em
relagdo ao S1P;, causando perda do receptor na superficie celular’>®3. Apés a
ancoragem do ligante, S1P; é internalizado e o estimulo fica desensibilizado®.
Quando o ligante € a S1P, o receptor é reciclado e volta para a superficie.
Entretanto, quando o estimulo é o FTY-P, S1P; ndo volta para a membrana celular,
resultando em perda do receptor na superficie da célula®®. De acordo com o modelo
antagonista, a S1P é um quimioatraente potente para células que expressam
predominantemente S1P;. Normalmente, a biodisponibilidade da S1P aumenta a
partir dos tecidos linféides para o plasma, e os linfécitos migram em resposta ao
gradiente de S1P%®. Apés tratamento com FTY, a subseqiiente perda de S1P; na

superficie celular resulta em responsividade reduzida ao gradiente de S1P e os

linfocitos ficam retidos no tecido linféide®®.
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Em 2004, estabeleceu-se que o0 S1P+ é essencial para a recirculacao dos linfcitos e
regula o egresso dessas células do timo e o6rgaos linféides periféricos. Em
camundongos cujas células hematopoiéticas ndo expressavam S1P; nao foram
encontrados linfocitos T na periferia porque as células T maduras foram incapazes
de sair do timo. Embora as células B estivessem presentes nos SLO, sua presenca
esteve deficiente no sangue e na linfa, sugerindo que elas teriam recirculado pouco,
porém apresentaram menor dependéncia desse receptor do que as células T. Além
disso, foi demonstrado que a responsividade quimiotatica dependente de S1P; é
regulada positivamente no desenvolvimento das células T antes da saida do timo,
enquanto a expressao de S1P; e a responsividade a S1P sado reguladas
negativamente durante a ativagao linfocitaria periférica para retencdao das células
nos 6rgaos linféides. A reaquisicao da expressao do receptor e da responsividade a
S1P leva a saida dos linfécitos dos SLO. Timocitos maduros simples-positivos e
células T periféricas de camundongos tratados com FTY nao migraram em resposta
a S1P, pois a droga causou modulacdo negativa quase completa de S1P;°2. Em
concordancia com esses resultados, foi demonstrado que FTY inibe a sinalizagao
dos S1PRs por inducdo de internalizacao prolongada e degradacao parcial e que o
S1P; é o S1PR que provavelmente medeia a linfopenia pés-administracao de FTY.
Esses resultados indicaram que o efeito do bloqueio do egresso da droga poderia
ocorrer por atividade antagonista funcional de FTY-P ao S1P4, causando uma perda
do receptor na superficie celular’®. Mais tarde, foi demonstrado in vitro que FTY-P
induz fosforilacdo do S1P4, subseqliente endocitose e entdo poliubiquitinagdo e

conseqiiente degradagado proteossdmica®’.
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Além da linfopenia periférica induzida pelo FTY, os efeitos diferenciais do
imunomodulador nos leucocitos e em subpopulacées de linfécitos foram
investigados por grupos distintos.

No sangue de camundongos BALB/c tratados com 1mg/Kg/dia de FTY i.p. durante
20 dias, foi observada a cinética das mudancas no numero de células
mononucleares e subtipos de linfécitos. O numero de células mononucleares
diminuiu significativamente para menos de 20% dos valores controle um dia apds a
primeira injecao e o efeito durou por todo o periodo de administracao. O nimero de
células CD3+ diminuiu para menos de 2% daquele encontrado no controle durante o
curso do tratamento. O nimero de células CD4+ em particular diminuiu para menos
de 0,3% daquele encontrado no controle, enquanto o declinio das células CD8+ foi
muito mais moderado, porém ainda significativo. A quantidade de células B (B220+)
também diminuiu significativamente para menos de 10% daquela no controle. Nao
foram observadas mudangas no numero de células NK (CD122+CD3-). Esses
resultados sugerem que o FTY afeta mais as células T do que as células B, mais as
células CD4+ do que as células CD8+ e ndo afeta as células NK®2.

Em camundongos C57BL/6 tratados com 0,5mg/Kg/dia de FTY v.o. por até 14 dias,
o numero de células T esteve diminuido no sangue e 6rgaos periféricos em 3 dias.
Esse declinio atribui-se principalmente a uma reducéo das células naive, enquanto
numeros substanciais de células efetoras ou de memoria foram retidos na periferia.
As células T naive também estiveram diminuidas nos SLO em uma semana de
tratamento, principalmente devido a uma redugdo das células CD4+ naive dos

LNs®.
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Na clinica se constatou a auséncia do efeito de FTY em células NK, mondcitos e
granulécitos humanos® e em modelo murino a droga néo teve efeito no trafego das
células NK®'.

Estudos recentes evidenciam que as DCs humanas e murinas expressam
receptores de S1P, e que a S1P e o FTY ou FTY-P alteram sua migracao, perfil de

producao de citocinas e fungdo estimulatéria de células T in vitro”%%94,

1.4. FTY720 - Transplante e toxicidade renal

A habilidade imunomoduladora de FTY em diferentes modelos experimentais de
alotransplante foi demonstrada por diversos grupos.

Yanagawa et al. demonstraram que a administracao de 0,1 ou 1,0mg/Kg/dia via oral
(v.0.) de FTY foi capaz de aumentar a sobrevida do aloenxerto de pele entre ratos
totalmente incompativeis quando ao MHC para 10,5 e 21 dias, respectivamente,
comparada a 7 dias do grupo controle. O numero de células T CD4+ e T CD8+
infiltrantes no enxerto esteve significativamente diminuido nos grupos tratados de
maneira dose-dependente®™. Além disso, o mesmo grupo demonstrou que FTY
(0,1mg/Kg/dia) inibe a infiltragdo de células T no aloenxerto com mais eficacia que
CsA (10mg/Kg/dia), ainda que a CsA seja mais efetiva em diminuir a expresséo de
IL-2 e IFN-y pelas células infiltrantes. A combinagdo das duas drogas foi sinérgica
para o aumento da sobrevida do aloenxerto de pele para mais de 70 dias®’.

Mais tarde, o grupo demonstrou a relevancia da data de inicio da administracao de
FTY anterior ao aumento da infiltracdo no aloenxerto para inibir a rejeicdo aguda no
modelo de alotransplante de pele entre ratos. No enxerto de pele do grupo controle,

ocorreu infiltracdo de células T CD8+ no 5° dia pds-transplante, sendo esta
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significativamente diminuida pela administracdo de 1mg/Kg/dia de FTY a partir dos
dias 0 e 3, mas ndo a partir do dia 4, que ocasiona apenas diminuicdo parcial das
células®.

Nosso grupo também demonstrou 0 aumento da sobrevida do aloenxerto de pele
pela administracdo v.o. de 1mg/Kg/dia de FTY como monoterapia em modelo murino
de combinacdo totalmente incompativel quanto ao MHC (H2° como doador e H2°
como receptor, aumento de 8,0 para 12,4 dias apdés administracdo continua da
droga®’, H2 como doador e H2° como receptor, aumento de 12,6 para 16,6 dias
apés 4 dias de administracdo da droga®®, ou em combinagdo com drogas
imunossupressoras convencionais como 10mg/Kg/dia i.p. de CsA (sobrevida maior
que 17 dias)® ou o Tac (sobrevida de 14,0 dias)'®.

A administracdo v.o. de 2,0, 4,0 ou 8,0mg/Kg/dia de FTY a partir do dia 3 até o dia 9
apos o transplante cardiaco entre ratos BN e WKY prolongou significativamente a
sobrevida do aloenxerto de 9 para 30,5 (2,0mg/Kg/dia), 24,9 (4,0mg/Kg/dia), e 21,5
(8,0mg/Kg/dia) dias, o que esteve associado a menor infiltrado linfocitico nos
enxertos'®”. No modelo de alotransplante cardiaco entre ratos LEW e F344, a
sobrevida foi significativamente aumentada pela administracdo v.o. de FTY por 7
dias nas doses minimas de 0,25 ou 0,5 mg/Kg/dia de 21,7 para 46 a 58 dias e nas
doses maiores de 1,0 ou 2,0mg/Kg/dia para mais de 100 dias. Estes resultados
estiveram associados a menor gravidade das mudancas vasculares crénicas nos
grupos tratados com 1,0 ou 2,0mg/Kg/dia nos dias 14 e 21'%,

No modelo murino de alotransplante cardiaco entre camundongos BALB/c e
receptors C57BL/6, o tratamento v.0. com 3mg/Kg/dia de FTY durante diferentes

periodos retardou significativamente a rejeicdo. A sobrevida média aumentou de 8

dias para 14 (administracdo a partir do dia -3 ao dia 0), 16 (administracao a partir do
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dia 0 ao dia 14) e 27 dias (administracao a partir do dia -2 ao dia 11). Quatorze dias
apods o transplante, os enxertos do Ultimo grupo apresentavam poucos sinais de
rejeicdo, enquanto nos demais grupos, foram observados inflamacao grave, necrose
de midcitos, edema e vasculite, sugerindo efeitos especificos do FTY nas fases
precoces da resposta imune contra aloenxertos'®.

A administracdo v.o. de FTY por 18 dias no modelo de alotransplante de cérnea
entre ratos FISHER e LEW aumentou a sobrevida do enxerto de 11,3 Para 35,3 dias
(0,3mg/Kg/dia) e 44,5 dias (1,2mg/Kg/dia), o que esteve associado a reducédo do
infiltrado no enxerto de células T CD4+ e, de maneira menos importante, de células
T CD8+ e CD161+ (NK)'%.

A associacao de FTY ao Tac resulta em aumento da sobrevida do enxerto renal em

modelo canino e enxerto cardiaco e hepatico em ratos'® %7

Nosso grupo
demonstrou recentemente que a administracdo de 1mg/kg/dia de FTY como
monoterapia e associado a CsA ou ao Tac aumenta a sobrevida do aloenxerto de
pele sem causar nefrotoxicidade®%%1%110  Ratos tratados com altas doses orais de
FTY (5mg/kg/dia) ndo apresentaram efeitos colaterais ou mudancas na funcéo e
estrutura renais'''. Em estudos clinicos de fases | e I, FTY foi bem tolerado por
pacientes transplantados renais e ndo ocasionou efeitos colaterais significativos,

exceto por bradicardia assintomatica e transitéria' >

. O efeito cronotrépico
negativo da droga é explicada pelo agonismo de FTY-P pelos receptores S1P
expressos nos midcitos atriais, que desencadeia a ativagdo de canais de potassio
IKach ligados a proteina G''*.

Estudos clinicos de fase Il mostraram que a combinacao de FTY com CsA apresenta

eficacia semelhante a regimes-padrdao com CsA ou Micofenolato Mofetil (MMF, do

inglés Mofetil Micophenolate) na prevencao de rejeicdo aguda no transplante renal
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de novo''®'"3115 Contudo, estudos de fase Ill comparando a eficicia de regimes
contendo FTY com as terapias imunossupressoras convencionais indicam que a
eficacia na prevencao de rejeicao aguda do enxerto renal de FTY combinado com
doses regulares de CsA foi semelhante aquela da combinacao de CsA e MMF, sem
beneficio significativo. A terapia com FTY esteve associada a prejuizo da funcao
renal e a edema macular, o que levou a uma pausa do programa clinico para o
desenvolvimento de FTY no transplante renal. Entretanto, as razées para o menor
clearance de creatinina nos pacientes tratados com FTY ainda ndo foram

esclarecidos, havendo necessidade, portanto, de estudos mais aprofundados'™.

Sirolimus — Transplante e toxicidade renal

Koehl et al. demonstraram efeitos antioncogénicos do SRL comparado a CsA em
modelos de tumor e transplante cardiaco em camundongos, nos quais o enxerto foi
protegido de rejeicdo e o crescimento tumoral foi inibido, resultando em melhora da
sobrevida animal'’’. Em humanos, a administracdo de SRL apds retirada da CsA
aos trés meses de terapia reduziu a incidéncia de malignidades de pele e de outros
tipos em cinco anos ap6s um transplante renal quando comparada com a
associacdo de SRL a CsA''®.

A administracdo de 2mg/kg de SRL melhorou significativamente o desenvolvimento
de nefropatia crénica e diminuiu a fibrose intersticial e a proliferacdo da camada
intima arterial quando comparada a terapia com 1,5 mg/kg de CsA em modelo de
alotransplante renal em ratos. Os valores de creatinina foram também menores nos
animais tratados com SRL, quase similares aos enxertos singénicos do grupo

controle'®. Em investigacdo do efeito do SRL no desenvolvimento de fibrose renal,

23



camundongos foram tratados com 0,2mg/kg de SRL diariamente a partir do dia
anterior a obstrucao unilateral de ureter. A terapia promoveu uma reducao tardia da
expressdo de RNAm do Fator de Transformacdo e Crescimento - fendtipo
antifiorético'%°.

Em modelo de inducao de insuficiéncia renal aguda por oclusao de artéria renal em
ratos, a administracdo prolongada de nao prejudicou a recuperacado das funcdes
renais devido a uma provavel resisténcia adquirida das células tubulares aos efeitos
deletérios da mesma droga. As células T ndo seriam suscetiveis a essa resisténcia
devido a sua curta meia-vida, que nao permitiria exposi¢ao suficiente a droga para
adquiri-la. A diferenca entre as respostas do sistema imune e das células tubulares
renais a exposi¢ao prolongada ao SRL poderia explicar a relativa falta de toxicidade
renal associada a droga'?’.

Estudos clinicos de fase | e Il demonstraram efeito sinérgico da eficacia e seguranca

A'22128  confirmados em estudos clinicos

da combinacdo de SRL com Cs
multicéntricos, randomizados e controlados de fase lll, que demonstraram reducéo
significativa da incidéncia de rejeicao aguda confirmada por biépsia pela combinacao
de SRL e CsA em receptores de aloenxertos renais quando comparada a
associagcdo de AZA e CsA ou a monoterapia com CsA, porém os valores do
clearance de creatinina estiveram reduzidos nos grupos do SRL, o que causou
preocupacoes a respeito de efeitos adversos diretos na funcao renal pelo SRL ou de
exacerbacdo da nefrotoxicidade da CsA'?*'®°. Em investigacdo recente prospectiva
e controlada dos efeitos a longo prazo da conversdo tardia de Inibidores da
Calcineurina (CNls, do inglés Calcineurin Inhibitors) para SRL na fungdo renal em

transplantados renais com disfuncao do enxerto estabilizada moderada ou grave,

todos os pacientes desenvolveram proteinuria pelo menos moderada nos primeiros
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dois anos de conversao, porém foi constatada estabilidade ou até melhora da taxa
de filtragdo glomerular em metade deles comparada a avaliagdo inicial, e a
sobrevida do enxerto de 75% apds cinco anos de conversao foi considerada
aceitavel'®'.

Foi relatado que a conversao dos CNIs para SRL resulta em anemia e deficiéncia de
ferro (baixa concentracdo sérica de ferro apesar da concentracdo normal de
ferritina)'®#'33, A terapia com SRL associado a PRED e Tac esteve relacionada a
incidéncia significativamente maior de complicacbes de ferida operatéria em
receptores de enxerto renal quando comparada a associacdo de Tac, PRED e
MMF™* A administragdo de SRL em receptores de enxerto cardiaco, além de
associar-se a um aumento nas complicacbes de cicatrizacdo em ferida pos-
operatéria, também acarretou maior taxa de derrame pleural e pericardico quando
comparada a administracdo de MMF'®*. Além disso, nos seis primeiros meses apds
o inicio de terapia baseada em SRL, constatou-se proteinuria dose-independente
associada a edema em pacientes transplantados renais, pancreaticos, de ilhotas e
de figado-rim. A proteindria ocorreu principalmente em pacientes convertidos para
SRL do que naqueles submetidos a terapia de novo com a droga, e foi revertida
apés suspensdo da administragao'®. Apesar dos efeitos colaterais acarretados pelo
SRL, foi sugerido que a monitoragdo da concentragdo sanglinea de SRL, bem como
sua associacao a outras drogas imunossupressoras, podem maximizar sua eficacia

e minimizar sua toxicidade'®’.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

- Avaliar a sobrevida do aloenxerto de pele parcialmente compativel durante a
administracao de FTY720+Sirolimus;

- Avaliar os eventos imunolégicos associados a sobrevida do aloenxerto de pele em
camundongos tratados com FTY720+Sirolimus;

- Avaliar os efeitos da administragao de FTY720+Sirolimus sobre parametros renais.

2.2. Objetivos especificos

-Acompanhar diariamente o processo de necrose do tecido enxertado durante 17
dias para estabelecer a data de rejeicdo e, consequentemente a sobrevida do
transplante de pele

-Avaliar o efeito das monoterapias FTY720 e Sirolimus, além da combinagao de
ambas administradas por 21 dias na sobrevida do transplante de pele

-Verificar a propor¢do de células CD3+CD4+, CD3+CD8+ e CD11b+ no sangue
periférico, bago, linfonodos drenantes, timo e enxerto no 50 dia poés transplante
(ativacao imunoldgica);

- Avaliar as concentracdes séricas de creatinina e uréia, as concentragdes urinarias
de creatinina, uréia e proteina, as alteragdes estruturais renais e o clearance de
creatinina apds 21 dias de administracdo das drogas como monoterapias ou em

associacgao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Para o transplante de pele, foram utilizados camundongos (BALB/c, H2? x C57BL/6,
H2°)F1 como doadores e C57BL/6 como receptores, respectivamente. Para a
avaliacdo de parametros renais (urinarios e sanguineos), foram utilizados
camundongos C57BL/6. Os animais, machos e adultos (8 a 10 semanas), foram
fornecidos pelo Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais da UNIFESP,
pesando de 20 a 30g e foram mantidos em gaiolas em condi¢des controladas de
luminosidade (ciclo claro-escuro de 12 horas) recebendo agua e ragao ad libitum.
Foram observados os preceitos de bons cuidados aos animais, segundo o COBEA
(Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal).

Os experimentos foram conduzidos de acordo com o Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da UNIFESP, sendo o n® do processo: 0125/08.

3.2. Drogas e Desenho do Estudo

FTY720 foi gentilmente cedido pela Novartis (Basel, Suica) e Sirolimus (Wyeth,
EUA) foi adquirido comercialmente. As drogas foram diluidas em agua destilada
para alcancar a dose de 1mg/kg no volume de 0,2mL e administradas diariamente

por gavagem. Os animais foram divididos nos seguintes grupos:

Protocolo de Avaliacao de Sobrevida do Enxerto

Tx: C57BL/6 transplantado e ndo tratado (n=7);
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SRL: C57BL/6 transplantado e tratado com SRL por 21 dias (n=5);
FTY: C57BL/6 transplantado e tratado com FTY por 21 dias (n=5);

FTY+SRL: C57BL/6 transplantado e tratado com FTY+SRL (n=5)

Transplante
4

| 1 |
| L
32 -1 0 1 2 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17

N— 7
—

wW ——
Ny o

Administracao de drogas e acompanhamento de sobrevida

Protocolo de Avaliacdo Imunolégica (5° dia pds transplante)

Controle: C57BL/6 nao transplantado e no tratado (n=5);

Tx: C57BL/6 transplantado e nao tratado (n=7);

SRL: C57BL/6 transplantado e tratado com SRL por 9 dias (n=6);
FTY: C57BL/6 transplantado e tratado com FTY por 9 dias (n=5);

FTY+SRL: C57BL/6 transplantado e tratado com FTY+SRL (n=5)

Transplante —> Retirada de sangue periférico,

A

linfonodos drenantes, baco,

| |
| | | timo e enxerto

| |
I I
3 -2 - 0 1 2 3 4 5

~—
Administracao de drogas

Protocolo de Avaliacao Renal

Controle: C57BL/6 nao tratado e acompanhado por 21 dias (n=5)
SRL: C57BL/6 tratado com SRL por 21 dias (n=6)
FTY: C57BL/6 tratado com FTY por 21 dias (n=5)

FTY+SRL: C57BL/6 tratado com FTY+SRL por 21 dias (n=5)
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3.3. Transplante de Pele

Os camundongos receptores foram anestesiados com injecao i.p. de 0,3-0,4mL de
solucdo composta por 0,3mL de Dopalen (Vetbrands, Brasil) e 0,5mL de Anasedan
(Vetbrands, Brasil) dissolvidos em 10mL de agua destilada.

Apos deslocamento cervical, o animal doador teve uma incisdo feita na pele da
cauda com 1cm a partir da base e em direcao a extremidade, seguida por uma nova
incisdo, perpendicular a primeira, ao redor de toda a cauda. A pele foi destacada
utilizando-se pingas, removida e imediatamente imersa em solugao fisiolégica, onde
permaneceu até o momento do uso.

Apbés o procedimento de anestesia, um quadrado de 1cm? de pele foi removido do
dorso (ja depilado) do receptor e, logo em seguida, um segmento de pele da cauda
do doador com a mesma medida foi implantado e fixado por sutura com fio de
polipropileno monofilamento 7-0 (Cirumédica, Brasil) ou fio de nylon 6-0 (Brasuture,
Brasil). O transplante de pele foi avaliado diariamente para a definicdo da data de

rejeicao, caracterizada pela presenca de 90% de necrose do epitélio do enxerto.
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3.4. Avaliacao dos Parametros Imunolégicos

No 5°% dia pobs-transplante, os camundongos receptores foram novamente
anestesiados como ja descrito. Foram realizadas incisdes abdominal e toracica para
acesso a veia cava inferior e coleta de sangue, LNs axilares, baco e timo. Também
foram retirados os enxertos. Os leucécitos foram contados no sangue, bem como os
linfécitos nos demais tecidos. Foram avaliadas as porcentagens de células
CD3+CD4+, CD3+CD8+ e CD11b+ no sangue, baco e enxerto, porcentagens de
células CD3+CD4+ e CD3+CD8+ nos LNs e no timo e também células CD4+CD8+

no timo.

3.5. Avaliacao do Numero de Leucécitos no Sangue Periférico

A contagem foi realizada por meio de esfregaco sangliineo. Para a técnica de
esfregaco, colocou-se uma gota de sangue sobre uma lamina de microscopia (Glass
Técnica SP/Brasil). Com a lamina extensora, pressionou-se a gota de sangue com
angulo de 45° em relacao a lamina em que a gota foi depositada, arrastando-a em
direcdo ao lado oposto com velocidade constante. A lamina secou a temperatura
ambiente e a coloragao foi feita utilizando-se Panoético (Laborclin, PR/Brasil). Apés a
secagem, foram contados 100 leucécitos para obtencdo da porcentagem de
linfécitos, neutrdfilos e mondécitos com auxilio de objetiva com 6leo de imerséao

(Microscopio de luz Olympus CBA/Japéo).

3.6. Avaliacao do Numero de Linfécitos nos Linfonodos Drenantes

Os LNs foram transferidos para uma placa de Petri com PBS (Phosphate Buffered
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Saline, Merck, SP/Brasil) e macerados até remocao da capsula. O macerado foi
passado por peneira de 500 mesh e, da suspenséo celular, foram aplicados 10uL a
camara de Neubauer Improved (Normax, SP/Brasil). Por meio de microscopio de luz,
foram quantificados os linfocitos na area delimitada pela caAmara. Foram contados 25
quadrantes e, em seguida, calculou-se o numero total de linfécitos, segundo a

férmula: nimero de células obtido x volume da solugéo de linfcitosx10*.

3.7. Avaliacao do Numero de Timécitos

O timo foi transferido para uma placa de Petri com PBS e macerado como descrito
para os LNs. A contagem foi realizada diluindo-se a amostra em Trypan Blue 0,4%
na proporgéo de 1:20 (5uL de amostra + 95 pL de Trypan Blue). Foram contados 25
quadrantes e, em seguida, calculou-se o numero total de linfécitos, segundo a
férmula: nimero de células obtido x volume da solucao de linfécitos x fator de

diluicdo (20) x 10*.

3.8. Avaliacao do Numero de Esplendécitos

O baco foi removido da regido abdominal e macerado como descrito para os LNs. A
suspensao celular foi, entdo, centrifugada por 5 minutos a 1500rpm. Além dos
linfocitos, o pellet resultante continha hemacias. O sobrenadante foi descartado e o
pellet foi submetido a 2mL de tampéo de hemdlise (150mM de NH4CI, 10mM de
NaHCOgs, 0,1mM de EDTA dissolvidos em 1L de agua destilada) por 2 minutos para
eliminacdo das hemacias. A suspensao celular foi novamente centrifugada por 5

minutos a 1500rpm. O pellet, que representa os linfécitos, foi ressuspenso em 1mL
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de PBS. A contagem foi realizada diluindo-se a amostra em Trypan Blue 0,4% como

descrito para o timo.

3.9. Avaliacao das Células no Enxerto

O enxerto foi removido da regidao dorsal, recortado em pequenas porcdes e
macerado como descrito para os LNs. Além de passar pela peneira, a suspensao
celular foi filtrada duas vezes utilizando-se um BD Falcon Cell Strainer de nylon,

70um (BD Biosciences/EUA).

3.10. Avaliacao da expressao das moléculas CD3, CD4, CD8 e CD11b por

Citometria de Fluxo

As células isoladas a partir dos LNs, timo, bagco, sangue e enxerto foram
centrifugadas (1500rpm por 5 minutos). O sobrenadante foi descartado e sobre o
pellet de células foram adicionados 0,50uL dos anticorpos monoclonais Pe Rat Anti-
Mouse CD8, PerCP Rat Anti-Mouse CD4 e APC Hamster Anti-Mouse CD3 ou APC
Rat Anti-Mouse CD11b (BD Biosciences, EUA) seguido de incubacéo no escuro por
30 minutos. Em seguida, as células foram lavadas com 1,0mL de PBS e
centrifugadas (1500rpm por 5 minutos). Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi fixado com Paraformaldeido 1% na proporc¢ao de 1:5 (100uL
de PBS e 400uL de Paraformaldeido 1%). A suspensao celular foi analisada no
citdmetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences) utilizando-se o software Cell Quest
Pro. Pelo menos 10000 eventos foram avaliados. A porcentagem de células

expressando as moléculas avaliadas foi multiplicada pelo numero de células dos
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respectivos tecidos, exceto para o sangue e o enxerto, cujas células nao foram

quantificadas.

3.11. Avaliacao dos parametros urinarios

Camundongos C57BL/6 controle foram alocados em gaiolas metabdlicas individuais
de acrilico e ago inoxidavel (Nalgene 350-0311/EUA) a partir do 20° dia de
tratamento para evitar que o estresse de adaptagédo a gaiola metabdlica interferisse
no volume de urina (24 horas de adaptacdo + 24 horas para coleta de urina)'®. A
urina coletada neste periodo foi centrifugada a 1500 rpm por cinco minutos para
descarte de sedimentos, mensuragcdo do volume e dosagens de creatinina e

proteinas totais.

3.12. Avaliacao dos parametros sanguineos

Apés infusdo i.p. de 0,4 a 0,5mL de anestésico na proporcdo estequiométrica

descrita acima, uma amostra de sangue nao heparinizado foi colhida da veia cava

inferior. O soro foi separado apds centrifugacdo a 1500rpm por cinco minutos e

utilizado para mensuracao da concentragédo de creatinina.

3.13. Dosagem das concentracoes urinaria e sérica de creatinina

A creatinina, um produto secundario do metabolismo muscular e € impermeavel a

membrana tubular, sendo depurada quase inteiramente pela filtracdo glomerular.
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Assim, o clearance de creatinina também pode ser usado para avaliar a Taxa de
Filtracdo Glomerular (TFG)'°.

As concentragbes de creatinina na urina e no soro foram determinadas por ensaio
colorimétrico baseado na técnica de Jaffé (Creatinina, Labtest Diagndstica/Brasil). A
urina foi diluida na propor¢cao de 1:25, ou seja, 20uL de urina para 480uL de agua
destilada. O soro nao foi diluido. A aliquotas de 125uL das amostras individuais de
urina ja diluidas, das amostras de soro e de um padrdao de creatinina nao diluido
(4,0mg/dL), foram adicionados 250uL de &cido picrico (44,4mmol/L), seguido de
incubagdo em banho maria (37°C) por 10 minutos. A creatinina e outros
componentes cromogénios das amostras reagem com a solucdo de picrato em meio
alcalino. As absorbancias (A;) foram lidas em espectrofotbmetro Genesys 5
(Spectronic/Dinamarca) em 510nm. As amostras e o padrdao foram entao
acidificados (adi¢cdo de 50uL de acido acético 11,4mmol/L) em temperatura ambiente
por cinco minutos para decompor o complexo picrato-creatinina, sendo que a cor
derivada dos cromoOgenos permaneceu inalterada e sua absorbancia (Ap) foi
mensurada também em 510nm. A diferenca entre a leitura das duas absorbancias
forneceu o valor de creatinina verdadeiro apds aplicacao na seguinte formula:

Creatinina (mg/dL) = A A x4
Absorbancia do padrao

Para a concentragdo de creatinina urinaria, o valor obtido a partir da formula foi
ainda multiplicado por 25, fator de diluicao.

O Clearance de Creatinina foi calculado a partir da seguinte formula:

CICr (mL/min/100g) = __UCr (mg/dL) x UVol (mL) x 100
SCr (mg/dL) x peso (g) x 1440
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Onde UCr = creatinina urinaria; UVol = volume urinéario; SCr = creatinina sérica

3.15. Dosagem da concentracao sérica de uréia

O catabolismo dos carboidratos e lipideos gera diéxido de carbono e agua, que
podem ser excretados facilmente pelos pulmdes e rins, respectivamente. Por outro
lado, o catabolismo protéico gera diversos produtos de excrecéo, sendo o nitrogénio
o0 mais abundante. Em mamiferos, a maioria dos catabdlitos nitrogenados é
excretada na urina na forma de uréia'®. Muitos avaliam a concentracdo de
nitrogénio ureico no sangue (concentracao de nitrogénio no sangue proveniente da
uréia) como indicador de lesdo renal'*'"'**. Logo, determinamos a concentragdo de
uréia sérica por ensaio enzimatico-colorimétrico baseado na técnica de Jaffé (Uréia
CE, Labtest Diagnéstica/Brasil). A aliquotas de 5uL das amostras de soro e de um
padrdao de uréia ndo diluido (70mg/dL), foram adicionados 500uL de urease
tamponada, seguido de incubacdo em banho maria (37°C) por cinco minutos. As
amostras foram entdo oxidadas (adicdo de 500uL de oxidante) a 37°C por cinco
minutos. As absorbéancias (A) foram lidas em espectrofotometro Genesys 5 em
600nm. A uréia € hidrolisada pela urease a ions aménio e CO,. Os ions ambnio
reagem em pH alcalino com salicilato de sddio (contido na urease tamponada) e
hipoclorito de sddio (contido no oxidante) sob acao catalisadora do nitroprussiato de
sédio (contido na urease tamponada) para formar o azul de indofenol. A intensidade
da cor formada € proporcional a quantidade de uréia na amostra.

A concentracao de uréia nas amostras foi determinada apds aplicacdo dos valores

das absorbancias na seguinte férmula:

Uréia (mg/dL) = __Absorbancia da amostra x 70

Absorbancia do padrao
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3.15. Dosagem de proteinuria

Apesar da resisténcia extremamente baixa ao fluxo de agua, a parede do capilar
glomerular restringe de maneira eficiente a passagem de proteinas do sangue para
a capsula de Bowman com base no tamanho molecular, carga elétrica e
configuragdo. A proteindria € um indicador de alteragdes estruturais da parede do
capilar glomerular, bem como de lesao celular no tdbulo proximal®*.

Neste trabalho, a concentracdo de proteinas totais na urina foi determinada por
ensaio de deteccdo de proteinas solubilizadas Bradford com reagente corante
concentrado (Bioagency, SP/Brasil).

Para construcdo de uma curva padrao de proteina, foi utilizado Padrao de proteina
1,38mg/mL (Bioagency, SP/Brasil). Os pontos construidos foram 0,2mg/mL (72uL de
padrao para 428uL de agua destilada), 0,4mg/mL (145uL de padrdo para 355uL de
agua destilada), 0,6mg/mL (217uL de padréao para 283uL de agua destilada), e
0,8mg/mL (290uL de padrao para 210uL de agua destilada). A curva foi construida
na forma de grafico de dispersdo no software Microsoft Office Excel 2003
(Microsoft/EUA).

A urina foi diluida na proporgao de 1:1 ou seja, 10uL de urina para 10uL de agua
destilada. A 20uL das amostras individuais de urina ja diluidas e a 20mL dos
respectivos pontos da curva padréo, foi adicionado 1mL de Reagente de Bradford
diluido em agua destilada na propor¢éao de 1:5, seguido de incubacao por 5 minutos
em temperatura ambiente. As absorbancias foram lidas em espectrofotometro
Genesys 5 em 595nm.

A concentracao de proteinas totais nas amostras foi determinada ap6s aplicacao dos

valores das absorbancias na equacao da respectiva curva padrao.
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3.16. Analise Estatistica

Os dados referentes ao numero de células no baco, células CD3+CD4+ nos
linfonodos drenantes, células CD3+CD8+ no timo e porcentagem de mondcitos no
sangue foram analisados avaliados pela Analise de Variancia (ANOVA) e expressos
como médiatdesvio padrdo. O tempo de sobrevida do aloenxerto de pele nos
diferentes tratamentos foi analisado pelo método de Kaplan-Meier. Os dados
referentes ao numero de células CD11b+ no gate de linfécitos do baco foram
avaliadas pelo teste de Kruskall-Walis com correcéao do valor de p de Bonferroni. Os
demais dados foram avaliados pelo Teste de Mood e expressos como
mediana(intervalo interquartilico: g3-g1). Valores de p<0,05 foram considerados

significativos.
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4. Resultados

4.1. Sobrevida dos animais e variacao da massa corporea

N&o houve mortes decorrentes dos tratamentos ao longo do estudo. Avaliou-se em
todos 0s grupos a variacdo da massa corpoérea diariamente nos experimentos de
observacdo até o 17° dia pos-transplante. Todos os grupos submetidos ao
transplante, tanto os tratados quanto o nao tratado, apresentaram redug¢ao de peso
logo ap6s o procedimento cirdrgico. Ao final do experimento, enquanto os grupos Tx
e FTY apresentaram ganho de massa corpérea (delta=+0,8g e +0,2g,
respectivamente), os grupos aos quais foram administrados SRL ou FTY+SRL

apresentaram perda (-1,0g e -1,1g respectivamente) (Figura 1).
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Figura 1. Variacdo da média de massa corporea ao longo de 21 dias de

acompanhamento
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4.2. Sobrevida do aloenxerto de pele

As figuras 2a e 2b mostram que, no grupo Tx (n=5), o transplante de pele é rejeitado
entre 0 92 e 0 132 dia pés-transplante (Tempo Médio até a rejeicao, MTTF, do inglés
mean time till failure, de 9,8+0,8 dias), no grupo tratado exclusivamente com SRL
(n=5), a rejeicdo ocorre entre o 14° e o 16° dia pés-transplante (MTTF=15,0£0,5
dias), sendo que um dos animais ndo apresentou rejeicdo do enxerto; no grupo
tratado exclusivamente com FTY (n=5), a rejeicao ocorre entre o 12° e o 172 dias
(MTTF=14,8+0,9 dias), sendo que um dos animais nao apresentou rejeicao do
enxerto; no grupo tratado com a combinacdo FTY+SRL (n=5), somente um dos

animais apresentou rejeicao do enxerto até o 172 dia pds-transplante.

4.3. Fatores associados ao aumento de sobrevida do aloenxerto de pele

4.3.1. Células no sangue periférico

O grupo controle apresentou 81,0(4,5)% de linfocitos, 16,0(6,5)% de neutrdéfilos e
3,0+1,4% no sangue periférico; o grupo Tx apresentou 63,0(27,0)% de linfocitos,
32,0(25,0)% de neutrdfilos e 4,6+0,8% de mondcitos; o grupo tratado apenas com
SRL apresentou 50,0(14,8)% de linfécitos, 41,0(13,5)% de neutrdfilos e 8,212,7% de
mondcitos; o grupo tratado somente com FTY apresentou 15,0(5,0)% de linfécitos,
275,0(3,5)% de neutrofilos e 8,2+2,7% de mondcitos; o grupo tratado com a
combinacdo FTY+SRL apresentou 18,0(6,0)% de linfécitos, 75,5(6,3)% de

neutréfilos e 8,6+1,3% de mondcitos (Figura 3a).
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Houve diminuicdo significativa da porcentagem de linfécitos apds o procedimento do
transplante (Tx vs Controle, p<0,005) e apds tratamento com FTY ou FTY+SRL
(FTY ou FY+SRL vs Tx, p<0,005). A porcentagem de neutrofilos foi
significativamente aumentada pela administracado FTY ou FTY+SRL (FTY ou
FTY+SRL vs Tx ou SRL, p<0,005). A porcentagem de mondcitos foi
significativamente aumentada por todos os tratamentos (SRL ou FTY ou FTY+SRL

vs Tx, p<0,005).

4.3.1.1. Fenétipo das células do sangue periférico

Para analise do fenétipo celular no sangue periférico, foram construidos gates para
consideracdo de duas populacoes celulares para analise: linfécitos e
mondécitos/granuldcitos (Figuras 3a-g) [145].

No grupo controle, 21,2(5,8)% das células no gate de linfécitos eram CD3+CD4+,
14,5(2,8)% eram CD3+CD8+ e 3,5(1,8)% eram CD11b+. No mesmo grupo,
42,5(11,6)% das células no gate de mondécitos/granulécitos eram CD11b+.

No grupo transplante sem tratamento, 22,4(12,0)% das células no gate de linfocitos
eram CD3+CD4+, 15,8(4,0% eram CD3+CD8+ e 6,0(3,5)% eram CD11b+. No
mesmo grupo 42,7(28,7)% das células no gate de mondcitos/granuldcitos eram
CD11b+.

No grupo tratado somente com SRL, 25,1(4,4)% das células no gate de linfécitos
eram CD3+CD4+, 17,9(4,1)% eram CD3+CD8+ e 7,3(7,4)% eram CD11b+. No
mesmo grupo, 56,5(42,4)% das células no gate de mondcitos/granulécitos eram
CD11b+.

No grupo tratado somente com FTY, 1,8(1,6)% das células no gate de linfécitos
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eram CD3+CD4+, 1,8(0,3)% eram CD3+CD8+ e 50,7(3,3)% eram CD11b+. No
mesmo grupo, 93,5(9,8)% dos mondcitos/granulécitos eram CD11b+.

No grupo tratado com a combinacao FTY+SRL, 1,3(0,6)% das células no gate de
linfécitos eram CD3+CD4+, 5,8(3,1)% eram CD3+CD8+ e 44,1(13,6)% eram
CD11b+. No mesmo grupo, 93,4(2,5% das células no gate de
mondécitos/granulécitos eram CD11b+.

Nao foram observadas mudancas significativas da porcentagem de linfécitos
CD3+CD4+, CD3+CD8+ ou CD11b+ e de células CD11b+ no gate de
mondécitos/granulécitos apds o procedimento do transplante (Tx vs Controle) ou apés
a administracdo de SRL (SRL vs Tx). Os tratamentos com FTY ou FTY+SRL, por
outro lado, acarretaram diminuicdo significativa da porcentagem de linf6citos
CD3+CD4+ (FTY ou FTY+SRL vs Tx ou SRL, p<0,005) e CD3+CD8+ (FTY ou
FTY+SRL vs Tx ou SRL, p<0,005) e aumento significativo das porcentagens de
linfécitos CD11b+ (FTY ou FTY+SRL vs Tx ou SRL, p<0,005) e de células CD11b+
no gate de mondcitos/granulécitos (FTY ou FTY+SRL vs Tx, p<0,005). O tratamento
combinado diminuiu também a porcentagem de células CD3+CD8+ com relagéo ao

tratamento isolado com FTY (FTY+SRL vs FTY, p<0,05).

4.3.2 Células no baco

O grupo controle apresentou 36,3+3,5x10° esplendcitos; o grupo Tx apresentou
65,3+10,4x10° esplendcitos; o grupo tratado somente com SRL apresentou
36,3+5,5x10° esplendcitos; o grupo tratado somente com FTY apresentou
29,945 5x10° esplendcitos; 0 grupo combinacdo apresentou 25,2+3,9x10°

esplendcitos (Figura 4a).
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A quantidade de esplendcitos aumentou significativamente apds o procedimento do
transplante (Tx vs Controle, p<0,05) e diminuiu significativamente apods

administracao das drogas (SRL ou FTY ou FTY+SRL vs Tx, p<0,005).

4.3.2.1. Fenétipo das células do baco

Para analise do fenétipo celular no bago, foram construidos gates para consideragao
de duas populagbes celulares para analise: linfocitos e mondcitos/granuldcitos
(Figuras 4b-e) [146].

No grupo controle, 11,3(2,4)x10° das células no gate de linfécitos eram CD3+CD4+,
7,5(1,8)x10° eram CD3+CD8+ e 1,7(0,5)x10° eram CD11b+. No mesmo grupo,
17,3(3,9)x10° das células no gate de monécitos/granulécitos eram CD11b+.

No grupo transplante sem tratamento, 15,9(5,2)x10° das células no gate de linfécitos
eram CD3+CD4+, 13,0(3,7)x10° eram CD3+CD8+ e 3,5(2,3)x10° eram CD11b+. No
mesmo grupo 42,9(18,2)x10° das células no gate de mondcitos/granulécitos eram
CD11b+.

No grupo tratado somente com SRL, 9,0(2,6)x10° das células no gate de linfécitos
eram CD3+CD4+, 5,9(1,5)x10° eram CD3+CD8+ e 1,7(1,7)x10° eram CD11b+. No
mesmo grupo, 22,6(6,0)x10° das células no gate de mondcitos/granulécitos eram
CD11b+.

No grupo tratado somente com FTY, 5,5(3,4)x10° das células no gate de linfécitos
eram CD3+CD4+, 4,8(3,6)x10° eram CD3+CD8+ e 3,4(0,8)10° eram CD11b+. No
mesmo grupo, 21,7(5,0)x10° das células no gate de mondcitos/granuldcitos eram
CD11b+.

No grupo tratado com a combinacdo FTY+SRL, 4,3(1,1)x10° das células no gate de
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linfécitos eram CD3+CD4+, 5,5(0,7)x10° eram CD3+CD8+ e 3,8(3,1)x10° eram
CD11b+. No mesmo grupo, 21,8(5,6)x10° das células no gate de
mondcitos/granuldcitos eram CD11b+.

Ap6s o procedimento do transplante, houve aumento estatisticamente significativo
do numero de linfécitos CD3+CD4+ (Tx vs Controle, p<0,005), CD3+CD8+ (Tx vs
Controle, p<0,005) e células CD11b+ nos gates de linfécitos (Tx vs Controle, p<0,05)
e de mondécitos/granulécitos (Tx vs Controle, p<0,005). Os tratamentos diminuiram
significativamente o niumero de linfécitos CD3+CD4+ (FTY ou SRL ou FTY+SRL vs
Tx, p<0,005) e CD3+CD8+ (SRL ou FTY ou FTY+SRL vs Tx, p<0,005). Os
tratamentos com FTY ou FTY+SRL diminuiram a quantidade de células CD11b+ no
gate de mondcitos/granulécitos (FTY ou FTY+SRL vs Tx, p<0,005). O tratamento
com FTY aumentou significativamente a quantidade de células CD11b+ no gate de

linfécitos comparado ao tratamento com SRL (FTY vs SRL, p<0,05).

4.3.3. Células nos linfonodos drenantes

O grupo controle apresentou 1,8(0,3)x10° células nos LNs periféricos; o grupo Tx
apresentou 1,9(1,1)x10° células nos LNs periféricos; o grupo tratado somente com
SRL apresentou 1,3(0,5)x10° células; o grupo tratado somente com FTY apresentou
1,4(0,5)x10° células; o grupo combinacéo apresentou 1,1(0,6)x10° células (Figura 5).
Apesar de ndo haver diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
tratados e somente transplantado, houve uma tendéncia a diminuicao do numero de
células no sitio nos grupos tratados, que apresentaram quantidades inferiores
aquelas do grupo controle (SRL ou FTY ou FTY+SRL vs Controle, p<0,05), de

maneira mais importante no grupo FTY+SRL.
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4.3.3.1. Fenoétipo das células dos linfonodos drenantes

Para analise do fendétipo celular nos LNs axilares, foi construido um gate para
consideracao da populacao de linfécitos (Figuras 5b,c).

No grupo controle, 0,92+0,12x10° dos linfécitos eram CD3+CD4+ e 0,54(0,16)x10°
eram CD3+CD8+.

No grupo transplante sem tratamento, 0,64+0,15x10° dos linfécitos eram CD3+CD4+
e 0,61(0,46)x10° eram CD3+CD8+.

No grupo tratado somente com SRL, 0,59+0,08x10° eram linfécitos CD3+CD4+ e
0,40(0,07)x10° eram linfécitos CD3+CD8+.

No grupo tratado somente com FTY, 0,34+0,08x10° dos linfécitos eram CD3+CD4+ e
0,45(0,18)x10° eram CD3+CD8+.

No grupo tratado com a combinacdo FTY+SRL, 0,14+0,10x10° dos linfécitos eram
CD3+CD4+ e 0,35(0,12)x10° eram CD3+CD8+.

O grupo Tx apresentou diminuicao significativa do niamero de linfécitos CD3+CD4+
(Tx vs Controle, p<0,005), bem como os grupos FTY e FTY+SRL (FTY ou FTY+SRL
vs Tx ou SRL, p<0,005). Além disso, o tratamento combinado acarretou maior
decréscimo dessas células comparado ao grupo SRL (p<0,005). O numero de
linfécitos CD3+CD8+ apresentou-se diminuido no grupo FTY+SRL comparado ao

grupo Tx (p<0,005).

4.3.4. Células no timo

O grupo controle apresentou 69,0(7,9)x10° timécitos; o grupo Tx apresentou

43,2(7,8)x10° timécitos; o grupo tratado somente com SRL apresentou
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26,3(40,3)x10° timécitos; grupo tratado somente com FTY apresentou 40,0(6,9)x10°
timécitos; o grupo combinacdo FTY+SRL apresentou 25,0(4,9)x10° timécitos (Figura
6a).

A quantidade de timécitos apresentou-se significativamente diminuida apés o
procedimento do transplante (Tx vs Controle, p<0,005). Os tratamentos com FTY e
FTY+SRL diminuiram significativamente o niumero de timécitos (FTY ou FTY+SRL
vs Tx, p<0,005), sendo a diminuicdo mais importante observada no grupo FTY+SRL

(FTY+SRL vs FTY, p<0,005).

4.3.4.1. Fenétipo das células do timo

Para analise do fenétipo celular no timo, foi construido um gate para consideragéao
da populacéao de linfocitos (Figura 6b-d).

No grupo controle, 6,9(1,4)x10° dos timécitos eram CD3+CD4+, 4,6+0,5x10° eram
linfécitos CD3+CD8+ e 60,3(7,9)x10° eram CD4+CD8+.

No grupo transplante sem tratamento, 3,5(1,9)x10° dos timécitos eram CD3+CD4+,
2,0+0,7x10° eram CD3+CD8+ e 39,9(5,6)x10° eram CD4+CD8+.

No grupo tratado somente com SRL, 2,1(2,1)x10° dos timécitos eram CD3+CD4+,
1,7+1,1x10°® eram CD3+CD8+ e 23,4(36,3)x10® eram CD4+CD8+.

No grupo tratado somente com FTY, 6,5(3,4)x10° dos timécitos eram CD3+CD4+,
2,0+0,8x10° eram CD3+CD8+ e 33,4(10,2)x10° eram CD4+CD8+.

No grupo tratado com a combinacdo FTY+SRL, 3,4(5,0)x10° dos timécitos eram
CD3+CD4+, 2,5+0,7x10° eram CD3+CD8+ e 17,5(6,9)x10° eram CD4+CD8+.

O procedimento do transplante diminuiu significativamente o niumero de timécitos

CD3+CD4+ (Tx vs Controle, p<0,005), CD3+CD8+ (Tx vs Contole, p<0,005) e
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CD4+CD8+ (Tx vs Controle, p<0,005). Os tratamentos diminuiram significativamente
a quantidade de células CD4+CD8+ (SRL vs Tx, p<0,005; FTY vs Tx, p<0,005;
FTY+SRL vs Tx, p<0,005). Nao houve diferencas significativas quanto a quantidade

de células CD3+CD8+ entre os grupos tratados e somente transplantado.

4.3.5. Células no enxerto

4.3.5.1. Fenoétipo das células no enxerto

No grupo transplante sem tratamento, 6,5(6,3)% eram linfocitos CD3+CD4+,
7,6(5,4)% eram linfocitos CD3+CD8+ e 8,8(9,2)% eram leucécitos CD11b+ (Figuras
2c,d).

No grupo tratado somente com SRL, 3,6(3,2)% eram linfécitos CD3+CD4+,
4,6(3,2)% eram linfécitos CD3+CD8+ e 7,2(6,2)% eram leucécitos CD11b+.

No grupo tratado somente com FTY, 5,2(3,5)% eram linfécitos CD3+CD4+,
5,2(2,9)% eram linfécitos CD3+CD8+ e 14,1(22,1)% eram leuc6citos CD11b+.

No grupo tratado com a combinagdo FTY+SRL, 1,3(0,9)% eram linfécitos
CD3+CD4+, 1,1(0,7)% eram linfécitos CD3+CD8+ e 5,4(5,6)% eram leucdcitos
CD11b+.

O tratamento com FTY+SRL diminuiu significativamente a porcentagem de células
CD3+CD4+ (FTY+SRL vs Tx ou SRL ou FTY, p<0,05). Nao houve diferenca
estatistica entre as porcentagens de linfécitos CD3+CD8+ (Tx vs SRL vs FTY vs
FTY+SRL, p=0,091). Nao houve diferenca estatistica quanto as porcentagens de
células CD11b+ (p=0,056), porém houve uma tendéncia a diminuicdo no grupo

FTY+SRL.
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4.4. Parametros renais

4.4.1. Parametros urinarios

Conforme mostrado na Tabela 1, os animais tratados nao apresentaram diferencas
quanto ao volume urinario 24 horas, concentracbes de proteina ou creatinina
urinarias comparados aos controles. Entretanto, os animais tratados com SRL

apresentaram uma ampla variabilidade (Q3-Q1) de excrecao de creatinina.

4.4.2. Parametros sanguineos

A concentracdo sérica de creatinina (mg/dL) no grupo FTY+SRL - 0,92(0,42) — foi
significativamente aumentada em relagcdo aos grupos Controle - 0,45(0,18), SRL -
0,30(0,23) — e FTY - 0,44(0,20) - (Figura 7a). Nao houve diferencas entre as

concentragdes séricas de uréia (Tabela 1).

4.4.3. Clearance de Creatinina

Conforme mostrado na Figura 1b, ambos os tratamentos isolados aumentaram
discretamente o CICr (mL/min/100g) — SRL=0,67(0,37) e FTY=0,67(0,28). Os
animais tratados com SRL apresentaram aumento significativo desse parametro
comparado ao FTY+SRL. FTY+SRL - 0,25(0,13) — nao diferiu do Controle -

0,35(0,37).
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4.4.4. Histologia Renal

N&o foram observadas alteracdes estruturais significativas nos animais tratados. Um

de seis camundongos tratados com SRL apresentou pouca vacuolizacdo, focos

tubulares degenerativos e nucléolos proeminentes em células tubulares, porém

borda em escova preservada, glomérulos normais € sem microvacuolizagao (Figura

7cC).

Tabela 1. Volume urindrio 24 horas, concentragdo urinaria de creatinina (UCr),

concentracao urinaria de proteina (UPr) e concentracao sérica de uréia. Os dados

sao mostrados como mediana (Q3-Q1).

Groups  Volume (mL) UCr (mg/dL) UPr (mg/mL) SUr (mg/dL)
Control 1,0(0,6) 47,3(7,3) 1,7(0,4) 57,1(12,4)
SRL 1,4(1,2) 50,6(19,5) 1,7(0,4) 48,0(18,3)
FTY 1,2(0,3) 49,7(15,0) 1,5(0,4) 63,1(9,5)
FTY+SRL 1,5(0,3) 48,9(14,8) 1,5(0,3) 60,9(9,1)
p 0,269 0,697 0,088 0,081
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5. DISCUSSAO

A administracdo isolada de FTY e SRL tem sido bem tolerada em modelos
experimentais descritos em ratos e camundongos®¥341421% Em nosso modelo
experimental com camundongos, 0s animais apresentaram comportamento habitual
nas gaiolas e houve discreta perda de massa corpérea nos grupos tratados. A perda
de massa corpérea observada logo ap6s a realizacdo dos transplantes
provavelmente estd associada aos procedimentos que caracterizam o processo,
como o uso de anestésico, as incisdes, a remocao do tecido e as suturas, que
deixam o animal debilitado durante este periodo.

A auséncia de recuperacao da massa corpérea inicial pelos animais dos grupos SRL
e FTY+SRL sugerem que as drogas interferiram de alguma maneira no metabolismo
desses animais.

Nosso grupo observou anteriormente que camundongos C57BL/6 tratados por
gavagem com 1mg/Kg/dia de FTY durante 21 dias também apresentaram prejuizo
do ganho de massa corpérea, padrao que nao esteve associado ao estresse da
gavagem, pois animais recebendo veiculo apresentaram ganho de massa corpérea
[99]. Em camundongos C57BL/6 obesos, foi demonstrado que a administracao i.p.
de FTY (8mg/kg) a cada 48 horas durante 8 semanas causou perda de massa
corpérea inicial devido a menor ingesta alimentar durante as duas primeiras
semanas, sugerindo possiveis acoes da droga no sistema nervoso (saciedade) e/ou
metabolismo. Apos esse periodo, a ingesta alimentar foi similar a do grupo controle,

porém nao houve ganho de massa corpérea’*’

. Os motivos pelos quais doses mais
altas de FTY interferem na capacidade de manutencdo da massa corporea pelos

animais, entretanto, ainda nao sao claros.
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Ratos Sprague Dawley tratados i.p. com 1,5mg/Kg/dia de SRL durante 14 dias
também apresentaram prejuizo do ganho de massa corpérea, o qual foi exacerbado
pela combinacdo com CsA'®, assim como ratos LEW tratados v.o. com 0,8, 2,0 ou
6,0mg/Kg/dia de SRL por até 28 dias'*®. Da mesma maneira, ratos Han:SPRD
tratados i.p. com 0,2mg/Kg/dia de SRL durante 5 semanas apresentaram declinio de
22% da massa corporea, significativamente maior que aquela apresentada por ratos
aos quais foi administrado veiculo'°.

A administracdo de FTY isoladamente ou em combinacdo com drogas
imunossupressoras convencionais como a CsA e o Tac em modelos experimentais

39,95,96,99,100,151,152 rim32’105, fl'gad0107, COraQéO42 e Cérnea104 foi

de transplante de pele
bem sucedida em aumentar a sobrevida dos enxertos.

Stepkowski et al. demonstraram que administracédo isolada de 0,05 a 8,0mg/Kg/dia
v.0. de FTY prolongou a sobrevida do aloenxerto de coracéo entre ratos Wistar Furth
e Buffalo de maneira dose-dependente de 6,4 dias para até 40 dias, enquanto a
administracao de 0,08mg/Kg/dia v.o. de SRL foi ineficaz em retardar a rejei¢ao (6,8
dias). A administracdo combinada de FTY (0,05, 0,1 ou 0,5mg/Kg/dia v.0.) e SRL
(0,08mg/Kg/dia v.0.) aos ratos durante 14 dias aumentou significativamente a
sobrevida do enxerto para 15,5, 30,2 e 38,4 dias, respectivamente, evidenciando
uma possibilidade de reducédo das doses de SRL de 1 a3 vezesede FTYde 2 a 4
vezes'. Da mesma maneira, observamos no presente estudo um aumento da
sobrevida do aloenxerto de pele no grupo tratado com FTY isoladamente. Além
disso, somente um episédio de rejeicao foi observado durante o periodo de
acompanhamento de 21 dias dos 5 animais aos quais foi administrada a combinacao
FTY+SRL. Considerando-se a auséncia de efeito do FTY sobre a funcéo

65,66,154

linfocitica e sua provavel capacidade de impedir respostas imunes
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localizadas'*®, a associagdo FTY+SRL poderia permitir o uso de doses diminuidas
das drogas, acarretando menos efeitos colaterais.

Ap6s a realizacdo do transplante de pele, ocorre ativacao linfocitaria nos SLO,
sintese de IL-2 e consequente proliferacdo do clone de linfocitos ativados contra os
antigenos do enxerto e migracdo para o sitio inflamatério (enxerto)'*>. Em nossos
experimentos, no 5° dia pés-transplante, a porcentagem de linfécitos no sangue
periférico estava significativamente diminuida comparada aquela encontrada no
grupo controle, sugerindo que essas células ja estariam migrando para o enxerto
nesse periodo.

A diminuicdo das porcentagens de ambos os subtipos de linfécitos CD3+CD4+ e
CD3+CD8+ no sangue dos animais tratados com FTY e FTY+SRL condiz com a
linfopenia observada nesses mesmos grupos. Diminuicdes significativas das
quantidades de linfécitos CD3+CD4+ e CD3+CD8+ no sangue também foram
observadas por Chiba et al.®' 12 horas apés a administragéo oral Gnica de 0,1mg/Kg
de FTY a ratos F344, por Yagi et al®® durante 20 dias de administracdo i.p. de

/.156

1mg/Kg/dia de FTY a camundongos BALB/c e por Mehling et a em pacientes

com esclerose multipla recidivante tratados com 1,25mg de FTY por dia.

Por outro lado, considerando-se os relatos da auséncia de acdo do FTY sobre

90,154,157
3

granulécitos e  mondcitos a meia vida curta dos neutrdfilos

(aproximadamente 8 horas apds a saida da medula 6ssea)’®

e a rapida passagem
dos mondcitos pelo sangue (aproximadamente um dia apds a saida da medula
O0ssea, quando migram para outros érgaos para se diferenciar em macrofagos

especializados)'*®

, acreditamos que as porcentagens aumentadas de neutréfilos e
monocitos no sangue dos animais tratados com SRL, FTY e FTY+SRL observadas

no esfregago sanguineo deva-se ao influxo fisiologico de neutréfilos para o sangue

57



periférico a partir da medula 6ssea enquanto as populacoes de linfécitos diminuem.
O aumento relativo dessas células no sangue contribuiria em parte para o aumento
da porcentagem de células CD11b+ observado no sangue dos animais tratados com
FTY e FTY+SRL.

Lan et al® demonstraram que DCs murinas do sangue e do baco murinos
expressam todos os receptores de S1P. A administracao i.p. Unica de 3,5mg/Kg de
FTY a camundongos C57BL/10J aumentou a quantidade de DCs no sangue, o que
esteve associado a modulacdo negativa de CCR7 e de moléculas de adesao de
superficie celular, dentre elas CD11b, importante para a adesdo da DC ao endotélio
e ICAM-1. Por outro lado, a administracdo da droga diminuiu a quantidade de DCs
no baco e nos LNs, possivelmente devido a redugcdo da expressdao de CCR7, que
interferiu na migracao dessas células a partir do sangue. Além disso, as DCs foram
também retidas no sangue e reduzidas concomitantemente no baco de receptores
de transplante alogénico de medula 6ssea tratados com FTY, o que esteve
associado a reduzida atividade aloestimulatéria das células T naive do hospedeiro.
Diante desses dados e considerando os relatos da auséncia de acao do FTY sobre
células NK**®' podemos sugerir que possivelmente um aumento do nimero de DCs
do receptor retidas no sangue periféricos dos grupos FTY e FTY+SRL - que teriam a
capacidade migratéria pelas HEV prejudicada pela administracdo de FTY - seria em
parte responsavel pelas porcentagens de células CD11b+ aumentadas, junto com o
aumento relativo de neutréfilos e monécitos. O numero diminuido de esplendcitos
CD11b+ no bago dos animais tratados com FTY ou FTY+SRL corrobora com a
hipbétese de reduzida atividade aloestimulatéria sobre as células T naive do

hospedeiro.
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Ainda, a administracao i.p. diaria de 3mg/Kg de FTY a partir do dia -1 em modelo
murino de transplante de pele completamente incompativel aumentou o tempo
médio de sobrevida dos enxertos de 12 para 34,5 dias. Este aumento esteve
associado a inibicdo da migracdo de DCs alogénicas para os LNs drenantes apos o
transplante. As DCs que efetivamente migraram para os tecidos linféides
secundarios apresentavam menor expressdao de MHC de classe I, CD86 e CCR7,
moléculas importantes para a propriedade intrinseca das DCs de migrarem para 0s
LNs periféricos (CCR7) e para a co-estimulacao da ativacao de células T alogénicas
(CD86)'®°.

Logo, além da retencao das DCs do receptor (apresentacao indireta do aloantigeno)
no sangue pela administracdo de FTY, também as DCs do doador (apresentagéao
direta do aloantigeno) contidas no enxerto de pele em nosso modelo teriam sua
migracao e apresentacado de antigenos nos SLO prejudicada, colaborando para a
maior sobrevida do enxerto observada.

Em nossos experimentos, observamos aumento significativo do ndmero de
esplendcitos nos animais transplantados e nao tratados devido a um aumento de
linfécitos CD3+CD4+, CD3+CD8+ e <células CD11b+ no gate de
mondcitos/granulécitos. Este aumento possivelmente decorre da ativacdo e
consequente proliferacao linfocitaria apds apresentagdo dos antigenos do enxerto
pelas APCs'.

A acadao do SRL em diminuir a contagem de esplendcitos foi demonstrada
previamente em camundongos NZB/W F1, no modelo experimental de lupus
eritematoso sistémico. A linhagem desenvolve uma doenca autoimune caracterizada
por esplenomegalia, linfadenopatia, produg¢édo de autoanticorpos e glomerulonefrite

mediada por complexos imunes. Comparado ao grupo que recebeu salina, o grupo

59



dessa linhagem tratado com SRL (3mg/Kg/dia v.0.) durante 4 meses suprimiu a
linfoproliferacdo, reduzindo significativamente o tamanho e o peso do bagco e a
contagem total de esplendcitos'®’.

O mesmo efeito também foi demonstrado para FTY quando, ap6s 2,5 dias de
tratamento oral com uma dose estimada de 1,25 mg/kg/dia da droga, Morris et al.
observaram um declinio progressivo e significativo do nimero de linfécitos do baco
de camundongos C57BL/6, que durou pelos 21 dias de tratamento. O grupo
observou também um aumento inicial (ap6s o 2° dia de administracdo) do niumero de
linfécitos nos LNs e reducdo gradual até o 21° dia de tratamento, quando a
quantidade de células atingiu niveis moderadamente menores do que aqueles
observados no dia 0. O fato de os esplenécitos ndo serem afetados inicialmente
tanto quanto os LNs ocorreria em funcao das diferencas na composicao de linfocitos
do baco, que tipicamente contém muito mais células maduras do que as células
presentes nos LNs'**. Do mesmo modo, apds 2 semanas de administracdo v.o. de
FTY a camundongos C57BL/6J, Luo et al. observaram diminuigdo do numero de
linfocitos no bago para aproximadamente 50% dos niveis do controle, além de
diminuicdo do numero de células também nos LNs periféricos, mesentéricos e
placas de Peyer®.

Nossos resultados corroboram com esses achados, pois, apés 9 dias de tratamento
(52 dia pbés-transplante), ambos FTY720 e SRL diminuiram o numero de linfécitos no
baco, porém nao foram observadas diferencas estatisticas quanto ao numero de
linfécitos nos LNs drenantes entre os grupos tratados e somente transplantado,
apesar de haver uma tendéncia a diminuicdo do niamero de linfécitos nos LNs nos
grupos tratados. A administracdo de FTY+SRL diminuiu de maneira mais importante

o numero de esplendcitos, indicando que a supresséo da linfoproliferagéo pelo SRL
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foi sinérgica quando combinada ao redirecionamento dos linfécitos do baco pelo
FTY720. Como sugerido por Morris et al."*, no 9° dia de administragdo de FTY, os
nameros de linfécitos nos LNs ja estariam passando por um declinio ou, como
sugerido por Luo et al®?, e por Sugito et al.%, ha outros possiveis efeitos de FTY
ainda nao conhecidos, modulando o trafego celular independentemente da presenca
de LNs a baco.

A tendéncia a diminuicdo do numero de células nos LNs nos grupos tratados deveu-
se a diminuicado do numero de linfécitos CD3+CD4+ nos grupos FTY e FTY+SRL e
de linfécitos CD3+CD8+ no grupo FTY+SRL. As células sob efeito do FTY podem ter
sido redirecionadas pra outros LNs, como os mesentéricos, e Placas de Peyer, sitios
nao avaliados neste trabalho. Sob acdo do SRL, a proliferacdo das células pode ter
sido suprimida.

Yasuo et al. demonstraram diminuicdo significativa do nimero de timécitos 7 dias
apos o transplante hepatico de ratos ACI para LEW, acompanhada de extensiva
apoptose de células do cortex e mudancas fenotipicas dos timécitos. No dia 7 pos-
transplante, o numero de timdcitos estava significativamente diminuido, bem como a
populacao CD4+CD8+, enquanto a proporcao de células da medula timica e células
CD4+CD8- CD4-CD8+ estava aumentada, sugerindo uma aceleracdo da maturacao
dos timécitos para que participem da rejeicdo do aloenxerto na periferia’®?.

Também em nossos experimentos, observamos diminuicao significativa do niamero
de timécitos e do numero de timécitos duplo-positivos (CD4+CD8+) no grupo TX,
porém nao houve aumento do numero de timécitos CD3+CD4+ ou CD3+CD8+. De
fato, observamos diminuicdo do numero de timécitos CD3+CD4+ e CD3+CD8+.
Considerando a maior imunogenicidade da pele comparada a outros tecidos®,

acreditamos que a maturacdo e a emigracdo para a periferia das células maduras
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(CD3+CD4+ e CD3+CD8+) em nosso modelo ja tenha ocorrido no 5° dia pés-
transplante.

Yagi et al®® constataram que a administracdo i.p. de 1mg/Kg/dia de FTY a
camundongos BALB/c durante 20 dias manteve a celularidade total no timo.
Contudo, a populacdo de timécitos prestes a emigrar para a periferia (timécitos
simples-positivos) aumentou gradualmente na medula do timo a partir do 2° dia de
tratamento. Em adi¢do, houve diminuicdo significativa do nimero de emigrantes
timicos para os LNs e baco além de supressao da proliferacao de timécitos duplo-
positivos imaturos, gerando indiretamente o acimulo de timécitos maduros.
Didoseph et al.'*® mostraram que a administracdo oral de 0,8, 2,0 e 6,0mg/Kg de
SRL por 28 dias foi capaz de induzir atrofia timica em ratos LEW, que apresentaram
reduzida celularidade cortical e medular. Tian et al.'® mostraram que a
administracdo i.p. de 1mg/Kg/dia de SRL a ratos DA durante 14 dias diminuiu a
celularidade timica a partir do dia 8. No dia 14, o numero de células CD4+CD8+
estava diminuido devido a um aumento de apoptose dessas células, enquanto nao
houve mundancas do numero de células CD4+CD8- e CD4-CD8+.

Em nossos experimentos, observamos diminuicdo significativa do numero de
timécitos e de células CD4+CD8+ nos grupos tratados com FTY ou FTY+SRL, mais
importantes no grupo tratado com a combinacdo das drogas, porém nao houve
aumento do numero de timécitos CD3+CD4+ ou CD3+CD8+ nesses grupos. No
grupo SRL, observamos uma tendéncia a diminuicdo do numero total de timocitos e
diminuicdo significativa do numero de timécitos CD4+CD8+, enquanto 0s numeros
de células CD3+CD4+ e CD3+CD8+ nao foram modificados. Esses resultados

sugerem que o SRL induziu apoptose da populacdao CD4+CD8+, o que nao permitiu
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maturacdo para o fenotipo CD3+CD4+ e CD3+CD8+ e conseglente acumulo
induzido pelo FTY, pelo menos apds 9 dias de administracao oral das drogas.

Em pacientes transplantados renais, uma dose Unica de FTY (0,25 a 3mg) reduziu
significativamente as porcentagens de linfocitos periféricos para 30 a 70%, porém o
efeito da droga em diferentes subpopulacoes de células T esteve associado a dose
administrada. Células CD4+CD62L+, capazes de migrar através da barreira
endotelial das HEV para os LNs foram principalmente afetadas (0,25 a 2,0mg),
enquanto que os linfécitos CD4+CCR5+, células potencialmente capazes de infiltrar
o enxerto durante a rejeicdo, somente foram reduzidos por doses de 3,5mg de
FTY'™®,

Estudos experimentais envolvendo protocolos de tolerancia induzida a aloenxerto
cardiaco murino sugeriram que células Treg CD4+CD25+Foxp3+ especificas ao
aloantigeno desenvolvem-se e acumulam-se perifericamente nos LNs. A
administracdo de anticorpo monoclonal anti-CD62L — prevencdo de migracdo de
células T para os LNs — a camundongos transplantados submetidos a um dos
protocolos de inducao de tolerancia (transfusao de esplenécitos do doador i.v. para o
receptor sete dias antes do transplante + anticorpos CD40 Ligante) diminuiu o tempo
médio de sobrevida do aloenxerto, que foi restaurada pelo sequestro dos linfécitos
nos LNs pela administragdo de FTY'®.

FTY (0,3mg/kg/dia por 6 semanas) administrado a camundongos Ly5.2 irradiados e
transplantados com células de camundongos Ly5.1 (deficientes em células T) néo
afetou a migragdo de precursores linféides a partir da medula para o timo, nem o
processo de diferenciacdo das células T. Sob influéncia da droga, os camundongos
quiméricos apresentaram na periferia células T saidas do timo e a timopoiese

progrediu normalmente nos animais tratados e nao tratados. A reconstituicdo das
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células T nos animais tratados, porém, nao foi tdo eficiente como no grupo nao
tratado, que apresentou numero significativamente mais alto de células T CD4+ e T
CD8+ derivadas do doador no baco e LNs periféricos'®. Esses dados indicam que,
apesar de o efeito bloqueador do FTY720 limitar o egresso timico de células T, uma
proporcdo diminuida de células consegue deixar o timo e contribuir com a
reconstituicdo celular periférica de células T. As quimeras foram também utilizadas
para investigacao do efeito da droga na distribuicdo de células T reguladoras (Treg,
CD4+CD25+) e nao reguladoras (CD4+CD25-) nos 6rgaos linféides secundarios. A
administragcdo de FTY720 aumentou significativamente a razao Treg/ndo Treg (no
baco e LNs periféricos) que foram capazes de deixar o timo sob os efeitos da droga.
Esses dados sugerem que as Treg liberadas para a periferia na presenca da droga
podem contribuir para o efeito imunossupressor de FTY, ou seja, podem interferir na
habilidade de células T periféricas pré-existentes em organizar a resposta imune que
leva & rejeicao do enxerto'®.

Estudos in vitro de Wang et al. demonstraram aumento da atividade das Treg
CD4+CD25+ pela S1P. A cocultura de células CD4+CD25+ com células CD4+CD25-
diminuiu a proliferacdo de células CD4+CD25- e a producédo de IL-2 por essas
ultimas em 31% e 20%, respectivamente. A pré-incubacao das células CD4+CD25+
com S1P aumentou a inibicdo da proliferacdo das células TCD4+CD25- para até
50% e a producdo de IL-2 em 51% (3x10'M de S1P) a 60% (10°M de S1P)*.
Considerando que a S1P parece ser necessaria para a supressao 6tima da atividade
das células T efetoras pelas Treg CD4+CD25+, Sawicka et al. investigaram o efeito
do FTY no sequestro e atividade funcional dessas células. Camundongos C57BL/6
aos quais foram administradas doses de 0,01 a 0,1mg/Kg de FTY por gavagem

durante trés dias consecutivos apresentaram linfopenia dose-dependente e
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proporcao significativamente maior de células Treg CD4+CD25+ nos sangue e no
baco, mas nao nos LNs, e proporcao significativamente menor de Treg expressando
CD62L no baco em relagdo a animais controle. Foram identificados niveis
significativamente menores de expressdo de RNAm para S1P; e S1P4 nas células
CD4+CD25+ comparadas as células CD4+CD25-. Apesar de a administracdo de
FTY aos animais reduzir em aproximadamente 50% a expressdo dos dois
receptores em ambos os subtipos celulares, comparadas as células CD4+CD25-, as
células CD4+CD25+ apresentam menor resposta quimiotatica a concentracoes de
S1P, sendo essa resposta similar na presenca ou auséncia de administracdo de
FTY. Esses dados sugerem que a droga afeta de maneira diferente a migracéo para
tecidos linféides de pelo menos um subtipo de Treg (aquelas com baixa expressao
de CD62L), cuja recirculacdo seria menos dependente de S1P; e, portanto, menos
responsiva a S1P. Além disso, células CD4+CD25+ obtidas do baco de
camundongos pré-tratados com FTY apresentavam regulagéo positiva da expressao
de Foxp3 e, quando transfundidas em animais sensibilizados com ovalbumina 24
horas antes do desafio com o antigeno em aerosol inibiram a infiltracdo de
eosinodfilos e linfécitos nas vias aéreas. Esses dados sugeriram que a droga
aumenta diretamente a atividade funcional de células Treg CD4+CD25+'%’.

Treg CD4+CD25+high humanas estimuladas por IL-2 via TCR e CD28 passam por
rapida expansao quando o Sirolimus € adicionado. Enquanto células CD4+CD25-
sofrem apoptose induzida pela droga, as células CD4+CD25+high s&o resistentes a
morte celular, apresentam fenétipo regulador caracteristico (Foxp3+, CD62L+,
GITR+, CTLA4+ e CCR7+) e mantém a expressao de receptores de migracao para

LNs'8.
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Apesar da maior sobrevida do enxerto obtida pelos grupos transplantados tratados
comparados ao Tx, ndo observamos diferenca significativa para as porcentagens de
linfécitos CD3+CD4+ ou CD3+CD8+ no enxerto entre os grupos SRL ou FTY,
enquanto o tratamento com FTY+SRL diminuiu significativamente o numero de
células CD3+CD4+.

Acreditamos que administracdo isolada de FTY poderia permitir a infiltracdo de
subpopulacoes especificas de células T mais resistentes a agao da droga, como 0s
linfécitos CD4+CCR5+, ou o fendtipo das células infiltrantes poderia ser regulador,
suprimindo a atividade de células T citotéxicas contra o enxerto. A maior sobrevida
do aloenxerto de pele observada no grupo FTY+SRL poderia dever-se ao
favorecimento da migracdo de células com fenétipo regulador para o enxerto por
ambas as drogas, bem como pelo sinergismo entre supressao de linfoproliferacao,
apoptose de timécitos imaturos (CD4+CD8+), linfopenia, retencdo de DCs do
receptor no sangue periférico e prejuizo da apresentacao de antigenos pelas DCs do
doador nos SLO.

Considerando a auséncia de efeito do FTY sobre a fungao linfocitica e sua provavel
capacidade de impedir respostas imunes localizadas, porém permitir a manutencao
de respostas sistémicas, a associacao FTY+SRL poderia permitir o0 uso de doses
diminuidas de ambas as drogas, acarretando menos efeitos colaterais.

A administracdo isolada de FTY (1mg/Kg/dia, via oral) durante 4 dias aumentou a
sobrevida do aloenxerto de pele entre linhagens completamente incompativeis de
camundongos®. Essa mesma dose administrada durante 21 dias a camundongos
ndo esteve associada a toxicidade renal'’®. Da mesma maneira, a administracéo de
altas doses de FTY (5mg/Kg/dia, via oral) a ratos durante 21 dias nao esteve

associada a esclerose, lesoes tubulares, infiltrados ou fibrose, e os animais tratados
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apresentaram clearance de creatinina ajustado ao peso, producao de urina 24 horas
e osmolalidade urinaria normais'"".

Foi demonstrado entdo que a administracdo combinada de FTY (1mg/Kg/dia, via
oral) + CsA (10mg/Kg/dia, i.p.) ou FTY (1mg/Kg/dia, via oral) + Tac (2mg/Kg/dia, via
oral) durante 21 dias aumentou significativamente a sobrevida do aloenxerto de pele
murino. Entretanto, os animais tratados com FTY720+CsA apresentaram alteracoes
discretas da funcao renal (concentragdo plasmatica de sédio reduzida e excrecao
urinaria de albumina aumentada), enquanto que os animais tratados com FTY+Tac
apresentaram alteracées mais proeminentes (diurese de 24 horas aumentada e

diminuicdo da concentragdo urinaria de creatinina e sédio)'”1%.

Apos verificagdo de que a combinagdo FTY720+SRL é efetiva em aumentar a
sobrevida do aloenxerto de pele, e considerando a possibilidade de nefrotoxicidade
da combinacdo FTY+SRL, a proteinuria foi avaliada como indicador de alteracdes
estruturais da parede do capilar glomerular, bem como de lesao celular no tabulo

I'* Nossos resultados evidenciaram auséncia de alteragdes da

proxima
concentracao urinaria de proteina quando o grupo Controle foi comparado as

monoterapias ou aos animais tratados com FTY+SRL.

O aumento da concentracao sérica de creatinina, o principal marcador biolégico de
funcdo renal utilizado na clinica, esta relacionado a diminuigdo da TFG. Em nosso
modelo, embora a concentracdo sérica de creatinina estivesse elevada no grupo
FTY+SRL, o clearance de creatinina foi similar ao do Controle, sugerindo que nao
houve alteragdes funcionais significativas na TFG nesse grupo'®. Além disso, os
rins dos animais tratados com FTY+SRL ndo apresentaram quaisquer alteracdes

estruturais. O clearance de creatinina aumentado nos animais tratados com as
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monoterapias provavelmente estdo relacionados a ampla variabilidade dos niveis

urinarios de creatinina.

Pacientes com doencga renal cronica ou pacientes transplantados tratados com
inibidores de calcineurina apresentam aumento significativo das concentracdes

' Em nosso modelo, as

sérica de uréia e de creatinina e TFG diminuida
concentracdes séricas de uréia ndo diferiram quando os animais Controle foram
comparados aos animais tratados com as monoterapias ou com FTY+SRL.

Enquanto relatos de dois grandes estudos clinicos prospectivos de fase Il de um
ano de acompanhamento associaram o FTY (2,5mg mais dose total de CsA ou 5mg
mais dose reduzida de CsA) a diminuicdo do CICr e desenvolvimento de edema

116,189 5 tratamento via oral diario com

macular em pacientes transplantados renais
FTY como monoterapia (1,25 ou 5,0mg/dia) em pacientes com esclerose multipla
por até 2 anos em um estudo de fase Il de 24 meses resultou efetivo e bem
tolerado'”. Além disso, foi relatada a resolucdo do edema macular induzido por FTY
(5mg) ap6s 3 meses de descontinuacdo da droga'’’, e acredita-se que esse efeito
colateral tenha resultado da interacdo FTY-CsA''®¢'707! E nossivel, entdo, que os
efeitos adversos atribuidos ao FTY no transplante renal sejam especificos para esta

populacdo e relacionados a recuperagao mais lenta e incompleta da funcéo renal,

bem como a co-morbidades e co-medicagoes.
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6. CONCLUSAO

A combinagao FTY720+Sirolimus aumentou a sobrevida do aloenxero de pele e nao
foram observados sinais de rejeicao até 17 dias ap6s o transplante em 80% dos
receptores.

Os eventos imunoldgicos sugeridos associados a este achado foram a diminuicdo do
namero de células CD3+CD4+ e CD3+CD8+ no sangue periférico; a retencao das
células apresentadora de antigeno (CD11b+) do receptor no sangue periférico,
impedindo sua migracdo para os linfonodos e baco, reduzindo a atividade
aloestimulatéria das células T naive do hospedeiro; o prejuizo da migracao das DCs
do doador para os 6rgaos linféides secundarios e consequente apresentacdo de
antigenos; a prevencao do egresso de timécitos maduros para a periferia e apoptose
dos timécitos CD4+CD8+ imaturos; a possivel selecao de células infiltrantes do
enxerto com fenotipo regulador.

A combinacdo FTY720+SRL nao esteve associada a alteragbes estruturais ou

funcionais renais significativas.
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8. APENDICE

Anexo 1. Dot plots representativos da avaliacao de populacdes no sangue periférico
(A), bago(B), linfonodos (C) e timo (D) no gate de linfécitos 5 dias ap6s o transplante

de pele.
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Anexo 2. Sobrevida do aloenxerto de pele durante em cada animal durante 17 dias

de acompanhamento.

Grupo - Animal Data de rejeicao

Tx 1 9
Tx 2 9
Tx 3 9
Tx 4 9
Tx5 8
Tx 6 8
7 13
SRL 1 14
SRL 2 0
SRL 3 14
SRL 4 15
SRL 5 16
FTY 1 0
FTY 2 12
FTY 3 14
FTY 4 16
FTY 5 17
FTY+SRL 1 0
FTY+SRL 2 0
FTY+SRL 3 0
FTY+SRL 4 0
FTY+SRL 5 17

* Valor zero indica que o enxerto nao havia sido rejeitado até o final do periodo de

acompanhamento
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Anexo 3. Porcentagem de células no enxerto em cada animal 5 dias apés o

transplante de pele.

Grupos - Animais CD3+CD4+ CD3+CD8+ CD11b+
Tx 1

6,5 7.6 4.9
Tx2 11,3 11,1 10,8
Tx3 3,8 4,5 3,3
Tx 4 4,6 4,1 8,8
x5 6,1 5,6 8,4
Tx6 10,9 9,9 14,0
Tx7 8,7 7.9 18,4

SRL 1 7.1 7.6 18,5
SRL 2 5,1 5,1 9,3
SAL 3 25 25 7.9
SRL 4 3,2 5,2 6.3
SRL 5 4,0 4.1 6,5
SRL 6 22 26 28
FTY 10,5 9,6 19,8
FTY?2 5,0 4,4 9,2
FTY3 5.2 48 11,3
FTY 4 6,1 5,3 14,1
FTY'S 4,6 5,2 44.9

FTY+SRL 1 12 12 o1

FTY+SRL 2 21 | 27

FTY+SRL 3 'o ‘o 2

FTY+SRL 4 '3 07 5

FTY+SRL 5 1,00 18 12,2
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Anexo 4. Porcentagem de leuc6citos no sangue periférico em cada animal 5 dias

apos o transplante de pele. Linfécitos (Lgs), Neutrofilos (Ngs) e Mondcitos (Mgs).

Grupos - Animais Les Nes Mes CD3+CD4+CD3+CD8+CD11b+ CD11b+ gate de

gate de  granulécitos/

Los mondcitos

Controle 1 79 18 8 27,6 16,9 4,5 47,7
Controle 2 78 21 1 21,2 14,5 3,0 45,8
Controle 3 81 16 3 21,6 14,8 3,5 42,5
Controle 4 84 13 8 19,1 12,9 2,7 37,7
Controle 5 82 13 5 18,6 13,3 4,7 32,6
Tx 1 77 19 4 15,5 13,1 5,7 42,7

Tx 2 76 20 4 31,0 18,9 2,6 62,5

Tx 3 68 28 4 22,4 15,8 6,0 31,3

Tx 4 63 32 5 11,6 7.1 3,6 83,6
Tx5 49 47 4 24,4 17,1 7,1 50,8

Tx 6 49 45 6 21,5 16,8 8,5 33,8
Tx7 51 44 5 27,5 14,2 6,2 35,1
SRL 1 55 36 9 25,5 19,2 6,0 47,2
SRL 2 51 40 9 24,5 19,6 20,4 83,1
SRL 3 60 35 5 26,0 17,6 8,5 15,7
SRL 4 42 53 5 15,4 9,9 10,9 81,3
SRL 5 40 48 12 24,6 18,1 6,1 53,3
SRL 6 49 42 9 28,5 16,9 5,6 59,7
FTY 1 15 75 10 2,5 1,8 54,7 93,5
FTY 2 15 75 10 1,5 1,7 51,7 94,6
FTY 3 19 73 8 1,8 2,1 50,7 92,2
FTY 4 15 77 8 3,4 1,8 50,4 77,0
FTY 5 21 72 7 1,2 1,9 49,5 94,1
FTY+SRL 1 19 70 11 1,3 4,2 44 1 93,3
FTY+SRL 2 16 76 8 1,0 7.1 39,9 92,0
FTY+SRL 3 14 78 8 1,3 8,9 53,6 93,4
FTY+SRL 4 18 75 7 0,9 5,8 42,8 93,9
FTY+SRL 5 23 69 8 1,7 55 56,2 96,4
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Anexo 5. Numero de linfocitos (x10°%) no bago em cada animal 5 dias apds o

transplante de pele.

CD11b+ CD11b+ gate de

Grupos - Células CD3+CD4+CD3+CD8+ gate de granuldcitos/
Animais Totais linfécitos monaocitos

Controle 1 34.4 10,7 7.0 1,3 16,6
Controle 2 31,4 9,9 6,1 1,7 16,4
Controle 3 37,0 12,6 8,2 18 19,0
Controle 4 40,5 11,3 7.5 1,7 17,3
Controle 5 38,2 12,7 8,6 2 1 218
Tx1 70,6 15,2 13,1 5,0 48,5
Tx2 52,0 15,3 9,8 18 30,4
Tx3 80,8 23,4 14,8 6,3 43,2
Tx4 60,5 15,9 11,6 3,5 46,2
x5 56,5 14,5 11,1 2,7 24,2
Tx6 62,0 17,0 13,0 3,4 28,0
7 75,0 20,4 16,4 4,2 42,9
SRL 1 34,0 9,0 6,7 12 20,5
SRL 2 32,0 7.6 5,6 13 222
SRL 3 41,0 9,0 5,9 15 23,1
SRL 4 34,8 9,4 5,8 2.9 24,5
SAL 5 31,2 7.1 57 18 18,2
SRL 6 45,0 12,2 8,7 3,2 30,3
FTY 1 30,0 5,3 4,4 3,5 21,7
FTY 2 23,5 3,3 27 3,4 16,8
FTY3 27,6 5,5 4,8 3,0 19,6
FTY 4 38,5 6,8 6,8 3,7 2.4
FTY'5 30,0 8,5 7.4 2.6 23.9
FTY+SRL 1 26,4 4,3 5,5 3,8 22 1
FTY+SRL 2 22,8 5,2 5,3 4,2 19,7
FTY+SRL3 497 3,8 4,7 15 13,3
FTY+SRL 4 27,5 4,3 5,9 2,5 21,8
FIY+SRLS 594 6,2 5,5 6,0 202
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Anexo 6. Nimero de linfécitos (x10°) nos linfonodos drenantes em cada animal 5

dias apés o transplante de pele.

Grupos - Animais Células Totais CD3+CD4+CD3+CD8+

Controle 1

2.0 11 0,5
Controle 2 1.9 0.9 0.6
Controle 3 1.6 0.8 0.4
Controle 4 1.8 1.0 0.5
Controle 5 1,7 0.8 0.6
Tx1 1.9 0.5 0,6
Tx2 15 0,6 0,5
Tx3 2.4 0,8 0,7

Tx 4 2,3 0,7 1,0
x5 12 0,6 0,4
Tx6 2,3 0,9 0,9
7 1,2 0,5 0,3
SRL 1 1,0 0,5 0,4
SRL 2 1,0 0,6 0,4
SRL 3 1,1 0,7 0,3
SRL 4 1,4 0,6 0,4
SRL 5 14 0.5 0,4
SRL 6 16 0,6 0,5
FTY 15 0,4 0,5
FTY2 1,1 0,3 0,5
FTY3 1,1 0,3 0,4
FTY 4 16 0,4 0,6
FTY'S 1,4 0,2 0,4
FTY+SRL 1 07 o1 02
FTY+SRL 2 12 02 04
FTY+SRL 3 o o 04
FTY+SRL 4 05 o1 o1
FTY+SRL 5 ' 03 04
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Anexo 7. Numero de células (x10%) no timo em cada animal 5 dias apés o

transplante de pele.

Grupos - Animais Células Totais CD3+CD4+ CD3+CD8+ CD4+CD8+

Controle 1

67,2 6,1 5,2 60,2
Controle 2 77.4 7.2 47 70,3
Controle 3 69,0 7.7 4,2 60,3
Controle 4 64,0 6,9 5,0 57.6
Controle 5 69,6 5,9 3,9 63,4

Tx1 42,6 18 2.4 36,3
Tx2 50,4 5,2 3,3 43,4
Tx3 62,4 3,2 1,7 56,4
Tx 4 41,0 3,5 16 37.8
x5 43,2 3,0 1,0 39,9
Tx6 43,2 3,7 2,0 37,8
7 48,0 4,9 2,2 43,2
SRL 1 26,1 2.0 11 232
SRL 2 19,2 2.0 1.4 16,2
SRL 3 26,4 2.2 1,2 236
SRL 4 24.0 2 1 0,8 21,1
SRL 5 58,4 3,3 17 52,6
SRL 6 77,0 6.6 3,9 66,7
FTY 41,4 5,8 12 35,7
FTY?2 36,9 4,5 10 31,4
FTY3 40,0 9,3 2.6 33,4
FTY 4 42,0 6,5 2.4 33,8
FTY'S 32,8 7.7 2.6 17,7

FTY+SRL 1 26,1 3,6 2 1 19,0

FTY+SRL 2 19,8 22 1,9 13,8

FTY+SRL 3 27.9 2,00 3,2 19,6

FTY+SRL 4 24,3 3,4 2.2 17,5

FTY+SRLS 25,0 10,7 3.4 11,1
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Anexo 8. Parametros urinarios e sanguineos em cada animal ap6s 21 dias de

acompanhamento.

Grupos -  Volume Proteinuria Creatinina Creatinina Uréia  Clearance de

Animais urinario  (mg/mL)  Urinaria  Sérica Urinaria  Creatinina

(mL) (mg/dl)  (mg/dL) (mg/dL) (mL/min/100g)
Controle 1 4 4 18 38,7 02 57,1 0,8
Controle2 4 17 49,5 0.4 630 0,4
Controle 3 ) g 1,3 44,8 0,5 54,2 0,3
Controle 4 5 18 48,6 05 47,1 0,5
Controle 5 4 4 1,8 473 05 632 0,3
SRL 1 2 1 2.0 44.6 02 425 0,6
SRL 2 2.4 1,6 37.8 06 425 0,8
SRL 3 1,0 17 68,7 02 416 0,8
SRL 4 16 17 50,2 03 535 0,4
SRL5 1,1 0 51,1 02 613 0,8
SRL 6 0,9 # 60,3 0.6 60,6 0,6
FTY 1,6 12 60,5 05 587 0,6
FTY 2 13 13 44,1 03 63,1 0,6
FTY3 1,0 15 44,1 02 599 0,6
FTY 4 12 17 49,7 0.4 726 0,4
FTY'S 1,2 16 57,7 0.4 650 0,5
FTY+SRLT 4 ¢ 16 55,2 13 66,1 0,2
FTY+SRL2 48 1,7 60,8 0,9 60,9 0,3
FTY+SRL3 45 1,4 44.8 0,8 62,4 0,3
FTY+SRL4 4 4 12 41,7 0.9 546 0,2
FTY+SRLS 4 15 48,9 06 557 0,3

* Valor zero indica que o parametro nao foi avaliado e # indica falha técnica
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9. ABSTRACT

The association of new compounds with lower doses of current immunosuppressive
drugs used in transplantation might increase their potential in preventing rejection
episodes and lead to decreased side effects. Sirolimus (SRL) increases allograft
survival by blocking activated T cell proliferation, but it causes side effects like
hypertension, peripheral edema and proteinuria. FTY720 (FTY), a new
immunomodulator, increases experimental allograft survival by impairing lymphocyte
migration towards the inflammatory site (graft) without undermining their activation.
Our study had for aim to evaluate semi-allogeneic murine skin allograft survival (F1
donor and C57BL/6 recipient) under prolonged administration (21 days) of FTY+SRL,
the immunological events associated with allograft survival and the effects of these
drugs on renal parameters.

Allograft survival was significantly increased by monotherapies (p<0.0005) or
combined administration (p<0.0005). FTY+SRL Group presented only one episode of
rejection. The increased survival was related to lower percentage of lymphocytes in
the peripheral blood (p<0.005) due to decreased percentages of CD3+CD4+
(p<0.005) and CD3+CD8+ (p<0.005) lymphocytes. On the other hand, the
percentage of CD11b+ was significantly increased (p<0.005). In the lymph nodes,
FTY+SRL-treated animals presented significantly lower number of CD3+CD4+
(p<0.005) and CD3+CD8+ (p<0.005) lymphocytes. In the spleen, there was
decreased number of total splenocytes (p<0.005) due to lower numbers of
CD3+CD4+ (p<0.005) and CD3+CD8+ (p<0.005) lymphocytes and CD11b+ cells
(P<0.005). In the thymus, FTY+SRL presented significantly decreased number of

total thymocytes (p<0.005) due to diminished number of CD4+CD8+ cells (p<0.005).
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In the graft, FTY+SRL significantly lower CD3+CD4+ cell percentages (p<0.05) and
presented a trend towards a decrease of CD11b+ cell percentages (p=0.056). Serum
creatinine concentration was increased in FTY+SRL-treated animals (p<0.05), but
there were no alterations of 24-hour urinary volume, urinary creatinine or protein
concentrations or structure alterations.

In summary, FTY+SRL combination was effective in increasing semi-allogeneic
murine skin allograft survival. The suggested immunological events associated with
this finding were the decrease of CD3+CD4+ and CD3+CD8+ cell numbers in the
peripheral blood; retention of recipient antigen presenting cell (CD11b+) in the
peripheral blood, preventing their migration to lymph nodes and spleen, decreasing
the allostimulatory activity of the recipient’s naive T cells; impairment of donor DC
migration to the secondary lymphoid organs and decrease of antigen presentation;
prevention of mature thymocyte egress to the periphery and CD4+CD8+ immature
thymocyte apoptosis; possible selection of cells with regulatory phenotype infiltrating
the graft. The drug combination was not associated with impairment of kidney

functions or structure.
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