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INTRODUCAO

Imunossupressores sao drogas comumente utilizadas em humanos no tratamento
de doencas autoimunes, no tratamento de vérios tipos de cancer e também para prevenir a
rejeicdo em transplantes de 6rgaos. Agem reduzindo ou bloqueando mecanismos de ativagao
do sistema imunol6égico, mas podem causar efeitos colaterais como danos teciduais
(RATHEE et al.,, 2012). Estudos com imunossupressores em peixes sao escassos e se
restringem principalmente ao zebrafish. Nesta espécie foi demonstrado que o FK506 induz
um crescimento anormal de nadadeiras (KUJAWSKI et al., 2014) enquanto a ciclosporina A
causa md formacdo dos vasos sanguineos em embrides (PANDEY et al., 2015), ndo sendo
observados efeitos similares aos descritos em humanos. Frente a estas consideracdes, este
trabalho examinou os efeitos da ciclosporina A e FK506 sobre o sistema imunolégico de trutas

arco-iris a fim de avaliar seu pontencial uso em pesquisas na area de imunologia de peixes.

MATERIAL E METODOS

Inicialmente, foi realizado um experimento in vitro para avaliar os efeitos de
imunossupressores sobre a sobrevivéncia de células mononucleares. Para isso, o sangue
periférico foi coletado de trutas adultas; as células foram isoladas por centrifugagao
com Histopaque e cultivadas a 20°C em meio RPMI suplementado com a concanavalina A
(10 pg mL1), um agente mitético, e os imunossupressores ciclosporina A (30 mg mL1) e
FK506 (0,1 mg mL1). A contagem das células viaveis ap6s 24 e 48 horas de cultura foi feita
na Camara de Neubauer usando a técnica de exclusao de células mortas coradas por azul de
tripano (4%). Posteriormente, os mesmos imunossupressores foram diluidos em solugdo

fisiologica e administrados por injegdo intracelomatica em juvenis de truta arco-iris, em duas



doses diferentes de ciclosporina A (5 e 16 mg kg1) e duas de FK506 (0,1 e 0,3 mg kg1). As
injecdes foram feitas semanalmente num periodo de quatro semanas. Foram conduzidas
analises histolégicas convencionais em rim e figado, bem como quantificacdo de RNAm
(QRT-PCR) de cd4 e cd8 em rim cefalico, de acordo com HATTORI et al. (2009). Para as
analises estatisticas, foi utilizado o teste de anédlise de variancia (ANOVA) seguido do pods-

teste de Tukey (P< 0,05).

RESULTADOS PARCIAIS E DISCUSSAO

A anadlise de sobrevivéncia das células apds 24 e 48 horas demonstrou uma redugao
no namero de células em presenca da ciclosporina A e FK506 (Figura 1). Houve também
reducdo da sobrevivéncia nos tratamentos das duas drogas conjugadas com a concanavalina
A. Resultados similares foram obtidos em experimentos in vitro com células humanas
(MIROUX et al., 2009), sugerindo que estas drogas estejam afetando a sobrevivéncia dos
monocitos. As andlises de expressao de cd4 e cd8 por qRT-PCR (Figura 2) e histolégicas de
rim e figado ndo revelaram nenhum tipo de supressao na expressao destes genes ou danos
teciduais. Estes resultados podem ter sido decorrentes do intervalo semanal de aplicagao,
diferentemente do que se observa em mamiferos, onde a administracdo destes
imunossupressores é didria (BOREL et al., 1976; STARZL et al., 1989). Métodos alternativos
como injecdes utilizando outros tipos de veiculos ou administracdo didria via oral devem ser
testados a fim de obter uma agdo imunossupressora mais eficaz.
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Figura 1. Sobrevivéncia de células vidveis nos diferentes tratamentos apos 24 e 48 horas de
cultura em meio RPMI a 20°C. Ctr: Controle; ConA: Concanavalina A (10 pg mL1); CsA:
Ciclosporina A (30 mg mL-1); FK: FK 506 (100 pg mL). Dados estdo representados pela
média * erro padrao da média (n = 5). Letras diferentes indicam diferengas significativas

entre os tratamentos de 24 (maitsculas) e 48 (mindsculas) para P< 0,05.
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Figura 2. Expressoes relativas de RNAm dos genes cd4 (A) e cd8 (B) em rim ap6s uma, duas
e quatro semanas de tratamento com a ciclosporina A e FK506. Dados estao representados
pela média * erro padrdo da média (n = 3). Os valores foram normalizados com o gene f-

actin. Nao houve diferencas significativas entre os tratamentos.
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