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EFEITO DA RAPAMICINA SOBRE A APOPTOSE EM CULTURA DE LINFOCITOS
HUMANOS PERIFERICOS

Evaluation of Apoptosis in Peripheral Human Lymphocytes Exposed to Rapamycin

Taisa Aozani Prochnow’, Virna Nowotny Carpio’, Esther Cristina Aquino Dias’, Roberto Ceratti Manfro?, Luiz Felipe Santos Gongalves?

RESUMO

Obijetivo: avaliar a inducdo de apoptose pela rapamicina em linfocitos humanos periféricos. Métodos: Polimorfos mononucleares foram
separados do sangue periférico de voluntarios sadios através de centrifugacdo em gradiente de densidade. A fragdo mononuclear foi suspensa
em meio de cultura, e apds, transferida para placas de cultura, as quais acrescentou-se fito-hemaglutinina (PHA) e/ou rapamicina conforme
0 ensaio. Foram testados quatro ensaios experimentais: cultura de linfdcitos puros, linfocitos com PHA, linfécitos com rapamicina, e
linfécitos com PHA e rapamicina. As culturas foram incubadas a 37°C em atmosfera estéril, com 5% de CO2 por 24 e 48 horas. A apoptose
foi determinada através da marcacéo com Anexina V por citometria de fluxo. Resultados: ndo houve diferenca estatisticamente significativa
na deteccédo de apoptose em linfécitos com e sem rapamicina, tanto na analise apds 24h (7,1% + 3,8 x 6,6% + 2,6, p=1,0) como apds 48h
(6,1% +1,9x6,2+1,8,p=10). J4, linfocitos com PHA, na presenca ou auséncia da droga, aumentou estatisticamente a apoptose, tanto
nas analises de 24h como nas de 48h ( P = 0,0000 e P = 0,0006, ANOVA). Nas culturas estimuladas com PHA a adicdo de rapamicina
também ndo ocasionou aumento estatisticamente significativo nos percentuais de apoptose tanto em 24h (P=0,69) como apds 48h (P>0,73).
Conclusao: Os achados deste estudo mostram que a rapamicina ndo induz apoptose em cultura de linfocitos estimulada ou néo.

Descritores: rapamicina, apoptose, linfocitos e imunossupresséo

INTRODUCAO

O transplante renal é, atualmente, a melhor opgéo de tratamento para
a insuficiéncia renal crénica terminal.! Os avangos na compreenséo
da imunologia dos transplantes e o desenvolvimento de drogas
imunossupressoras mais efetivas e eficazes diminuiram a incidéncia
de rejeicdo aguda para menos de 20%, com melhoras nas sobrevidas
de enxertos e pacientes.?
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A rapamicina, imunossupressor mais recentemente aprovado
para uso clinico, é um antibi6tico macrolideo isolado do fungo
Streptomyces hygroscopicus. A sua agéo imunossupressora depende
de sua ligacdo na imunofilina FKBP*?, formando o complexo ativo
Rapa/FKBP, que inibe a atividade enzimaticada mTOR (mammalian
target of rapamicin), enzima responsavel pelo controle da atividade
enzimatica de diversas proteinas envolvidas na transducao de sinais
de ativacdo e proliferacdo derivados de receptores da membrana
de linfécitos.®* As rapamicinas (sirolimus e everolimus) inibem o
ciclo celular na transicdo da fase G1 para S em diversas linhagens
celulares, incluindo células musculares lisas (alvo secundario de seu
possivel efeito na nefropatia cronica do enxerto) e os linfocitos (alvo
primario de seu efeito imunossupressor).>¢ Sua eficacia na prevencéo
da rejeicdo aguda tem sido demonstrada em alguns estudos clinicos
de fase 111,"® mas apresenta um potencial emprego em esquemas com
retirada precoce de inibidores da calcineurina e possiveis efeitos na
prevencgdo da nefropatia cronica do enxerto.®



Efeito da rapamicina sobre a apoptose em cultura de linfécitos humanos periféricos

A apoptose é um processo natural de morte celular, no qual as células
se inativam e degradam sua propria estrutura e componentes, de
maneira coordenada e caracteristica.’®** No contexto do transplante
de 6rgdos, a indugéo de apoptose tem sido documentada como um
mecanismo que leva a delecéo de linfécitos aloreativos durante a
resposta imune ao aloenxerto.? A influéncia dos imunossupressores
na regulacdo da apoptose de linfécitos ativados e seu papel no
controle da resposta imune aos aloenxertos humanos ainda nédo
estdo bem elucidados. Um estudo realizado in vitro, analisou varios
imunossupressores quanto a inducdo de apoptose em células T
humanas.®* Os achados deste estudo sugerem que a rapamicina ndo
induz apoptose em células T ativadas, mas inibe a proliferagdo e
a expansao destas ap0Os contato com o antigeno, indicando que as
células T sdo silenciadas e ndo deletadas.®®

Por outro lado, estudos experimentais in vivo tém demonstrado a
inducéo de apoptose pela rapamicina.’ Em face das controvérsias
a respeito do efeito da rapamicina sobre a inducgdo de apoptose, 0
presente estudo teve como objetivo avaliar este possivel efeito da
rapamicina em linfocitos humanos periféricos.

MATERIAIS E METODOS
Imunossupressor e reagentes

Nas culturas celulares foram utilizados os seguintes reagentes:
RPMI-1640 com Hepes (Sigma, St Louis, EUA), soro bovino
fetal (Sigma, St Louis, EUA), penicilina-estreptomicina (Gibco,
Paisley, UK) e fito-hemaglutinina (PHA) a 1% (Sigma, St
Louis, EUA). O imunossupressor testado foi a rapamicina, na
concentracdo de 10ng/mL.

Preparacdes celulares e cultura

Polimorfos mononucleares foram separados do sangue periférico
de voluntarios sadios através de centrifugacdo em gradiente de
densidade (Lymphoprep, Oslo, Norway). A fracdo mononuclear foi
lavada e suspensa em RPMI-1640 com 10% de soro bovino fetal e
1% de antibi6ticos (penicilina e estreptomicina). As preparagdes
celulares foram transferidas para placas de cultura de 24 pocos,
com numero de células ajustado para 1,5 x 106 células/mL, as quais
acrescentou-se PHA e/ou rapamicina, conforme o ensaio. Foram
testados quatro ensaios experimentais: a) cultura de linfécitos
ndo estimulados; b) cultura de linfécitos estimulados pela PHA;
c) cultura de linfécitos ndo estimulados e expostos a 10ng/mL
de rapamicina; d) cultura de linfécitos estimulados pela PHA e
expostas & 10ng/mL de rapamicina. As culturas foram incubadas
a 37°C em atmosfera estéril, com 5% de CO2 por 24 e 48 horas.
Os ensaios foram realizados em triplicata.

Deteccdo de Apoptose

A apoptose foi determinada nos periodos de 24 e 48 h através da
marcacéo com Anexina V por citometria de fluxo, utilizando-se o
kit Annexin V-EGFP Apoptosis Detection (Alexis Biochemicals,
Lausen, Switzerland), no aparelho FACScan (Becton Dickinson,
Heidelberg, Germany), utilizando-se o software CellQuest para a
analise dos dados. A anexina V liga-se a fosfatidilserina exposta
na superficie celular nas fases iniciais do processo apoptético. As
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células coradas pela anexina V, mas ndo pelo iodeto de propideo,
foram interpretadas como entrando em apoptose.

Analise estatistica

Os valores percentuais de linfcitos apoptéticos em cada um dos
quatro ensaios experimentais foram avaliados estatisticamente pela
Anélise de Variancia Simples, seguida pelo Teste de Scheff. O nivel
de significancia estabelecido foi p<0,05.

RESULTADOS

A figura 1 ilustra os resultados obtidos dos quatro ensaios
experimentais (cultura de linfdcitos ndo estimulados, linfocitos
estimulados pela PHA, linfocitos expostos a rapamicina, e linfocitos
estimulados e expostos a rapamicina), nos periodos de 24 e 48 h.

Figura 1 - Percentual de apoptose em linfdcitos periféricos humanos ndo
estimulados, estimulados por PHA, expostos a rapamicina, e estimulados
e expostos a rapamicina. Periodo de 24 horas (barras vazias) e 48 horas
(barras cheias)
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Verifica-se que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
na detec¢do de apoptose nas culturas de linfécitos com e sem
rapamicina, tanto na analise de 24 h (7,1% + 3,8 x 6,6% + 2,6,
p=1,0) como apds 48 h (6,1% + 1,9 x 6,2 + 1,8, p=1,0).

No entanto, quando se estimularam as culturas de linfdcitos
com PHA, na presenca ou auséncia da droga, houve aumento
estatisticamente significativo da apoptose, em comparacdo com
os demais grupos, tanto nas analises de 24 como nas de 48 h
(P =0,0000 e P =0,0006, ANOVA).

Quando se avaliou a adi¢do de rapamicina as culturas estimuladas
por PHA verificou-se que esta induziu um discreto aumento no
percentual de linfécitos em apoptose, embora sem atingir diferenca
estatisticamente significativa, tanto na analise dos ensaios em 24 h
(46,55% + 11,0 x 39,0% + 12,6, P = 0,69 ) como ap6s 48 h ( 30,2%
+8,7x24,3% + 11,0, P = 0,73).

DISCUSSAO

A introducdo de drogas imunossupressoras mais efetivas e eficazes
representou um marco fundamental para o avanco do transplante de
6rgdos nas Ultimas décadas. Estudos recentes vém demonstrando
que alguns imunossupressores utilizados no transplante renal
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podem induzir apoptose nos linfocitos, diminuindo a produgéo
da IL-2, um potente fator de crescimento dos linfécitos T que
estimula a divisdo celular e expansao clonal das células auxiliares
e citotdxicas antigeno-estimuladas.’>® No entanto, o papel dos
imunossupressores na regulacao da apoptose de linfocitos ativados
ainda ndo est4 bem elucidado.

No presente estudo, avaliamos a inducdo de apoptose in vitro do
imunossupressor rapamicina em cultura de linfcitos humanos
periféricos, nos periodos de 24 h e 48 h. Testamos quatro ensaios
experimentais: a) linfocitos ndo estimulados, b) linfdcitos
estimulados pela PHA, c) linfdcitos expostos a rapamicina, e d)
linfécitos estimulados e expostos a rapamicina.

A analise dos resultados dos nossos ensaios mostrou que quando
estimulamos as culturas com PHA, na presenca ou auséncia da
droga, houve aumento estatisticamente significativo da apoptose,
em comparacdo com 0s grupos ndo estimulados, tanto nas analises
de 24h como ap6s 48h. Da mesma forma, outros autores estudando
apoptose em cultura de linfécitos T periféricos humanos encontraram
aumento da apoptose nas culturas estimuladas com PHA na andlise
de 18h.* A PHA é um agente mitogénico para linfécitos humanos
gue age fundamentalmente sobre os linfocitos T.8

Em nosso estudo, quando acrescentamos a rapamicina (10ng/mL)
nas culturas de linfécitos com PHA, e na auséncia desta, ndo
encontramos diferenca estatisticamente significativa na detec¢do
de apoptose tanto na analise de 24h como ap6s 48h. Outros estudos
mostram que a rapamicina ndo induz apoptose em cultura de células
T de hibridomas (D0O.11.10 cel) na anélise de 16 h.** Igualmente,
outros autores também ndo encontraram inducéo de apoptose, em
culturas de células T imaturas de camundongos, quando estas foram
expostas a concentracdes de 10pg/mL-100ng/mL de rapamicina, em
anélise de 48 h.2> Também j& foi estudada a inducdo de apoptose
em culturas de células T periféricas humanas expostas a varios
imunossupressores.t® Seus achados sugerem que a rapamicina,
mesmo em altas concentragdes, ndo induz a apoptose aquelas
células. No entanto, um estudo realizado em cultura mista de
linfécitos mostrou que a rapamicina aumenta a apoptose de células
T CD4+, quando comparada com a ciclosporina ou FK506.2 Da
mesma forma, um estudo realizado em cultura de células B de
linfoma mostrou que a rapamicina induz & morte estas células
através da indugdo de apoptose.?? Tais diferencas entre 0s estudos
poderiam ser explicadas pelos diferentes tipos celulares analisados
e diferentes métodos de deteccdo de apoptose empregados.

Existem diversos métodos para qualificar ou quantificar apoptose;
a maioria deles detectam alteragfes nucleares que ocorrem
nas células durante o processo, como diminui¢do de tamanho,

condensagdo da cromatina e fragmentacdo do DNA. 2® Nosso
estudo utilizou como método de quantificagdo de apoptose a
deteccdo por citometria de fluxo de anexina V, uma proteina que
se liga a fosfatidilserina externalizada na membrana celular nas
fases iniciais da apoptose. Portanto, a anexina V é um marcador
precoce, ideal para os ensaios analisados em 24h e ap6s 48h.
Outros métodos de avaliagdo de apoptose, como a fragmentagéo
do DNA, sdo marcadores tardios de apoptose.

A apoptose nas células tubulares renais tem sido estudada como
um possivel indicador da viabilidade do enxerto e da extensédo da
lesdo de isquemia-reperfusdo que ocorre apés o transplante renal.
Esta hipdtese é confirmada por um estudo que mostrou redugao no
grau de apoptose das células tubulares em rins de transplantados
com funcdo inicial do enxerto.?* Outro autor atribui ao uso de
rapamicina a piora da recuperagdo da insuficiéncia renal aguda
induzida em camundongos por oclusdo da artéria renal.?> Segundo
este autor, esta droga aumentaria a morte de células tubulares (via
apoptose) e inibiria a resposta regenerativa destas células.

Embora tais achados tivessem sido estudados em modelo
experimental in vivo e se relacionassem a inducdo de apoptose
em células tubulares, eles sdo discrepantes em relagdo aos nossos
achados in vitro e a maioria dos estudos semelhantes, que ndo
mostram inducdo de apoptose pela rapamicina.® 202

A indugdo de apoptose em linfdcitos no contexto da transplantacao
de 6rgéos pode estar relacionada ao controle do processo de rejeicéo
aguda mediante a delecdo de linfécitos aloreativos e também
mais tardiamente, por este mesmo mecanismo, influenciando
o desenvolvimento de tolerancia imunolégica.?® Em estudo
experimental empregando transplante de pele em ratos, foi mostrado
que a rapamicina induz tolerancia através da apoptose de células
T aloreativas.?” Outros estudos sugerem que a rapamicina atua
no desenvolvimento de tolerancia periférica através da indugédo
de anergia por inibigdo da transducdo dos sinais mediados pela
IL-2.22 Nossos achados, in vitro, de auséncia de inducdo de
apoptose suportam a hipétese de indugao de anergia como provavel
mecanismo de inducdo de tolerancia pela rapamicina.

CONCLUSAO

Os achados deste estudo mostram que a rapamicina ndo induz
apoptose em cultura de linfocitos T, estimulada ou ndo. Portanto,
é mais provavel que seu mecanismo de a¢do nao seja a delegdo de
linfocitos ativados, mas a inibigdo da proliferacdo destas células,
0 que contribuiria para a prevencgdo da rejei¢do aguda e talvez para
a inducéo de anergia.

ABSTRACT

The influence of immunosuppressant drugs in regulating the activated lymphocytes and their role in controlling the immune response to
human allografts is still yet to be determined. The aim of this study was to evaluate the induction of apoptosis by rapamycin in peripheral
human lymphocyte. Methods: Mononuclear polymorphs were obtained from blood of healthy donors. Isolation was performed by
Lymphoprep. Cells were cultured for 24 and 48h on 24 phytohemagglutinin-coated (PHA) well plates and/or rapamycin, as specified to
the test. Four experimental culture tests were performed: non-stimulated lymphocytes, stimulated by PHA lymphocytes, non-stimulated
lymphocytes, exposed to rapamycin and stimulated by PHA lymphocytes, and lymphocytes exposed to rapamycin. Apoptosis was determined
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by Annexin VV-EGFP staining to externalized phosphatidyllserine on FACScan cytometer. Results: There was no statistically significant
difference in the apoptosis detection in lymphocyte cultures with and without rapamycin both in 24h (7,1% + 3,8 x 6,6% + 2,6, p=1,0) and
after 48h (6,1% + 1,9 x 6,2 + 1,8, p=1,0 ). However whenever the lymphocytes cultures were PHA-stimulated in the presence or absence
of rapamycin, there was a statistically significant increase in the apoptosis in 24h and 48h. The addition of rapamycin to PHA stimulated
cultures did not signicantly increase the percentage of lymphocyte apoptosis either after 24h (P=0.69), and after 48h (P=0.73). Conclusion:
These data suggest that rapamycin does not induce apoptosis in a lymphocytes culture whether stimulated or not with PHA.

Keywords: rapamycin, apoptosis, lymphocytes, immunossupressant.
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