MARCELO ALVES ARANHA

ESTUDO COMPARATIVO DOS EFEITOS DO USO DE TACROLIMUS E
MICOFENOLATO MOFETIL SOBRE A ESPERMATOGENESE DE RATOS:
ANALISE HISTOMORFOMETRICA E DE APOPTOSE CELULAR

Tese a ser apresentada como requisito parcial
a obtengao do grau de Doutor no Programa de
Po6s-Graduagdo em Clinica Cirurgica, Setor de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal do
Parana.

Orientador: Prof. Dr. Renato Tambara Filho
Coordenador: Prof. Dr. Jorge Matias Fouto

CURITIBA

2015



A662 Aranha, Marcelo Alves

Estudo comparativo dos efeitos do uso de tracolimus e micofenolato
mofetil sobre a espermatogénese de ratos: analise histomorfométrica e
de apoptose celular / Mercelo Alves Aranha. — Curitiba, 2015.

62 f.: il.; color.; 30 cm.

Orientador: Prof. Dr. Renato Tambara Filho
Tese (Doutorado) — Programa de P6s-Graduagéo em Clinica

Cirurgica do Setor de Ciéncias da Saude. Universidade Federal do
Parana.

1. Tacrolimo. 2. Acido micofendlico. 3. Espermatogénese.

4.Apoptose. 5. Avaliagao de resultados. 6. Ratos. I. Titulo. II.
Tambara Filho, Renato

NLMC: WO 100




N

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SETOR DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CLINICA CIRURGICA
NiVEL - MESTRADO E DOUTORADO

Ata do julgamento da 172® Tese de
Doutorado do Programa de Pos-Graduagao em
Clinica Cirurgica da Universidade Federal do
Parana, referente ac aluno Marcelo Alves
Aranha sob o titulo ESTUDO COMPARATIVO DOS
EFEITOS DO USO DE TRACOLIMUS E MICOFENOLATO

MOFETIL SOBRE A ESPERMATOGENESE DE RATOS.
ANALISE HISTOMORFOMETRICA E DE APOPTOSE
CELULAR na Linha de Pesquisa: DIAGNOSTICO E
AVALACAO DAS REPERCUSSOES DA RESPOSTA
INFLAMATORIA CLINICA E EXPERIMENTAL EM CIRURGIA

Area de Concentragao:CLINICA CIRURGICA tendo
como orientador Professor Doutor Renato
Tambara Filho.

As sete horas e trinta minutos do dia trinta € um de julho de dois mil e quinze no Auditério da
CAD 7° andar — sala 701 do prédio central do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana, reuniu-se em sessdo publica, a Banca Examinadora de Avaliagdo composta pelos
doutores Bernardo Passos Sobreiro, Rodrigo Ketzer krebs, Alexandre Cavalheiro Cavalli,
Fernando Lorenzini e Luiz Sergio Santos sendo este ultimo Presidente da Banca. Aberta a
sessao, foi apresentada pelo Prof. Dr. Jorge Eduardo Fouto Matias, coordenador do programa, a
documentagéo probatéria do cumprimento pelo candidato das exigéncias legais que Ihe facultam
submeter-se a avaliagdo da tese, como Ultima etapa a sua titulagdo no Programa. A seguir o
Presidente da Banca Examinadora convidou o candidato a apresentar oralmente resumo de sua
tese no prazo maximo de até trinta minutos para demonstragéo de sua capacidade didatica e
para melhor conhecimento do tema por parte da audiéncia composta de professores, médicos,
alunos, familiares e demais interessados. Seguiu-se a argligdo e imediata resposta pelo
candidato, sucessivamente pelos componentes da Banca Examinadora. Obedecido o tempo
maximo de vinte minutos para a arguigéo e igual tempo para cada resposta. Terminada a etapa
de arguigéo, reuniu-se a Banca Examinadora em sala reservada para atribuicdo das notas, dos
conceitos e lavratura do Parecer Conjunto. O candidato foi APROVADO considerando-se 0s
parametros vigentes estabelecidos pelo programa e regidos pela legislagdo pertinente da
instituicdo. Voltando a Sala de Sessdo, 0 Senhor Presidente da Banca Examinadora leu os
conceitos do Parecer Conjunto e deu por encerrada a sessao. E para constar, eu, Regina
Aparecida Sass Marques, secretaria desta Pés-Graduagao lavrei a presente Ata que depois de
lida e aprovada sera assinadfa pelos componentes da Banca Examinadora.

P e

Bernardo Passos Sobreiro 2 “Rodrigo Ketzer krebs —




DEDICATORIA

A minha esposa Flavia e @ minha filha Helena.



“Tente mover o mundo — o primeiro passo sera mover a si mesmo.”

Platao



AGRADECIMENTOS

A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizagdo e

divulgacao deste trabalho.

Ao PROF. DR. JORGE FOUTO MATIAS, coordenador do curso de pos-
graduagdo em clinica cirurgica, pela oportunidade de fazer parte do programa de

doutorado.

Ao PROF. DR. RENATO TAMBARA FILHO, meu orientador, pelo apoio no
desenvolvimento deste projeto e pelo exemplo como médico, pesquisador e pessoa,

deste os tempos da graduacgéo.

A minha esposa, FLAVIA ALBUQUERQUE DA SILVA ARANHA, pelo carinho,

pelo companheirismo, pela paciéncia e pelo apoio em todos os momentos.

Aos meus pais AYRTON ARANHA E JUCARA ARANHA, pela educagéo

privilegiada, pelos principios, pelo carinho e pelo suporte em todos estes anos.

Ao meu irmao AYRTON ALVES ARANHA JUNIOR, pelo auxilio em todas as

etapas do trabalho.

Ao Departamento de Anatomia da Universidade Federal do Parana pelo

espaco fisico.

Ao funcionario do departamento de anatomia, RODRIGO SCHUH, por todo o

apoio no decorrer do experimento.

Ao Biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do
Parana, em especial as colaboradoras GILMARA SOLANO MIRANDA, LUANA DA
SILVA MAZEDA e ISELEN IVANOSKI, pelo apoio, orientagdes no manejo dos

animais e cordialidade em todos os momentos.



Ao meu amigo, CHARLES ORTIZ MOVINSKI, doutorando do Programa de
Po6s-Graduagdao em Zootecnia, pelas orientagbes e pelo auxilio no manejos dos

animais.

Ao DR THOMAS BATTAGLIA, pelo auxilio durante desenvolvimento do

projeto.

Aos meus colegas, RICARDO CAVALHEIRO CAVALLI, EDUARDO RAMOS e
DENISE SBRISSIA E SILVA GOUVEIA, pelo auxilio no momento do procedimento

cirurgico.

Ao Sr. NINO, departamento de biologia celular, pela confec¢ao das laminas.

Ao pesquisador CLEBER RAFAEL VIEIRA DA COSTA, Departamento de

Biologia Celular e Molecular, pela coloragéo das laminas.

A PROF.2 DEJANIRA VERONEZ, Departamento de Anatomia, pela analise
das laminas (morfometria) e pelo incessante apoio a pesquisa, desde o primeiro

projeto desenvolvido no programa de mestrado.

Ao DR. LUIZ KOTZE, pela analise das laminas (estudo de apoptose) e pelas

orientacdes sobre o tema.

A DEUS, por tudo.



RESUMO

Introducgéo: a produgéo espermatica € um processo delicado. Embora ocorra em um
ambiente isolado, pode sofrer influéncia de inumeros fatores, entre eles
medicamentos imunossupressores. Como estas drogas sao utilizadas por pacientes
em idade reprodutiva, € essencial o conhecimento de seus efeitos sobre a
espermatogénese. Objetivos: comparar os efeitos de dois imunossupressores,
Tacrolimus (TCL) e Micofenolato Mofetil (MMF), na espermatogénese de ratos em
idade reprodutiva. Material e métodos: foram utilizados 40 animais, divididos em
quatro grupos. Grupo Tacrolimus (TCL) recebeu 1mg/Kg/peso de Tacrolimus, Grupo
Micofenolato recebeu 30mg/Kg/peso de Micofenolato Mofetil (MMF), Grupo Sham
recebeu SF 0,9%, Grupo Controle, ndo recebeu qualquer tipo de intervencdo. O
estudo teve duracido de 100 dias, ao final foram realizadas analises morfométrica,
histomorfométrica e de apoptose do tecido germinativo. Resultados: Observou-se
uma diminuigdo da area tubular no grupo tratado com TCL quando comparado com
aos demais grupos, bem como redugao no grupo MMF, quando comparado com os
grupos sham e controle. Houve reducao da altura do epitélio germinativo do grupo
TCL, quando comparado aos demais, bem como diminui¢gdo no grupo MMF, em
relacdo aos grupos sham e controle. A analise de apoptose demonstrou aumento da
porcentagem de células apoptdéticas nos grupos tratados com imunossupressores,
sendo mais significativa no grupo TCL. Conclusdées: O uso de TCL e MMF por
ratos, em idade reprodutiva, por um periodo longo de tempo, ocasionou redug¢ao da
area tubular total e da altura do epitélio germinativo; aumento do indice de apoptose
de células germinativas. As altera¢des foram mais significativas nos animais tratados
com TCL em relagao aqueles tratados com MMF.

Palavras-chave: Espermatogénese. Imunossupressores. Tacrolimus. Micofenolato.



ABSTRACT

Introduction: sperm production is a delicate process, governed by a strict endocrine
control. Although it occurs in an isolated environment, can suffer influence of multiple
factors, including medications such as immunosuppressants. As these drugs are
used by patients of reproductive age, it is essential to know its effects on
spermatogenesis. Objectives: to compare the effects of two immunosuppressants,
tacrolimus (TCL) and Mycophenolate mofetil (MMF) in spermatogenesis of rats on
reproductive age. Material and methods: the study was done in 40 animals, divided
into four groups. Group tacrolimus received 1 mg/kg weight of tacrolimus (TCL),
Group mycophenolate received 30mg/kg mycophenolate mofetii (MMF), Group
SHAM received the same volume of 0.9% saline, Group control did not receive any
intervention. The experiment lasted 100 days, at the end was held morphometric
analysis, histomorphometric analysis and apoptosis of germinal tissue. Results: On
histomorphometric analysis, a decrease in tubular area was observed in the group
treated with TCL compared with MMF, sham and control groups, and reduction in
MMF group compared with sham and control groups. There was a reduction of the
height of the germinal epithelium of the TCL group, when compared to MMF, sham
and control groups, and decrease in the MMF group compared to sham and control
groups. Apoptosis analysis showed increased in Apoptotic cells counts in the groups
treated with immunosuppressants, more pronounced on TCL group. Conclusions:
Use of TCL and MMF by mice in reproductive age for a long period of time caused
decrease in total tube area and the height of the germinal epithelium; increased germ
cell apoptosis index. The changes were more significant in animals treated with TCL
compared those treated with MMF.

Key-words: Spermatogenesis. Immunosuppressant. Tacrolimus. Mycophenolate.
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1 INTRODUCAO

Drogas imunossupressoras desempenham papel importante na pratica
médica. Sua utilizagcédo é notodria em situagdes, como no transplante de 6rgaos, onde
estas viabilizam a manutencéo das fun¢des do enxerto através do controle resposta
imunoldgica do hospedeiro. Seu uso vai além dos transplantes, esta presente no
controle de doengas autoimunes, como enfermidades cronicas de trato digestivo, de
doengas neuroldgicas, oftalmoldgicas, dermatoldgicas. Enfim, sdo drogas utilizadas
em diversas especialidades, viabilizando o controle adequado do sistema
imunoldgico(LAURENCE, 2012).

Entre os diversos efeitos colaterais atrelados aos imunossupressores, esta o
dano a producao espermatica, com consequente reducado da capacidade reprodutiva
dos individuos que os utilizam. Levando-se em consideragdo que estas drogas séo
utilizadas por pacientes durante a infancia e/ou em idade reprodutiva, fica clara a
necessidade do conhecimento desses efeitos para podermos oferecer aos
individuos medicamentos com o menor potencial deletério a fungdo reprodutiva.
Desta forma, além de oferecer um controle adequado da patologia, poderemos fazé-
lo de forma que estes individuos mantenham sua capacidade de gerar descendentes
(CANEGUIM, 2008).

Assim fica evidente a importancia de estudos onde sejam avaliadas
alteracbes vinculadas a producdo espermatica decorrentes de distintos

imunossupressores.

1.1 OBJETIVOS

A) Analisar as alteracbes na espermatogénese em ratos submetidos ao uso de

drogas imunossupressoras, por meio de analise histomorfométrica.

B) Analisar as alteragdes na espermatogénese em ratos submetidos ao uso de
drogas imunossupressoras, por meio da avaliagdo de apoptose do tecido

germinativo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTOLOGIA TESTICULAR E ESPERMATOGENESE

As gbnadas masculinas, denominadas testiculos, compreendem dois 6rgéaos
ovalados, situados no escroto, em uma posi¢cao que Ihes proporciona a temperatura
ideal para o desempenho de suas fungdes: gametogénese e esteroidogénese.

Espermatogénese inclui todo o processo de producdo dos gametas
masculinos, enquanto a esteroidogénese se refere a série de reagbes enzimaticas
que culminam na producado dos esteroides sexuais masculinos. Estes processos
ocorrem em dois compartimentos distintos anatdmica e fisiologicamente:
compartimento tubular, responsavel pela producdo espermatica; compartimento
intersticial, situado entre os tubulos seminiferos, encarregado da sintese dos
hormdnios sexuais. Embora separados anatomicamente, sdo intimamente
conectados e suas atividades sdo reguladas por um estrito controle neuroenddécrino
(NIESCHLAG, 2009; WEIN, 2010).

Os testiculos sao recobertos por uma capsula esbranquicada denominada
tunica albuginea, onde células mioides intercalam com células de tecido conjuntivo,
0 que confere a ela certa capacidade contratil que regula o suprimento arterial
testicular, bem como auxilia no fluxo do fluido dos tubulos seminiferos para o exterior
do testiculo. A partir da albuginea, partem septos de tecido fibroso no sentido radial,
que dividem o testiculos em cerca de 250 lébulos. Cada Iobulo contém de 1 a 4
tubulos, longos e convolutos, que confluem em uma regido denominada rete testes,
que dara origem a cerca de 6 a 12 dutos eferentes, que irdo confluir na cabega do
epididimo para formar um unico tubulo (ARENAS, 1997; NIESCHLAG, 2009; WEIN,
2010) (Figura 1).
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FIGURA 1 — SECGAO TRANSVERSAL DO TESTICULO
FONTE: WEIN, 2010

Os tubulos seminiferos sdo entremeados pelo intersticio testicular, que
corresponde a cerca de 10 a 20% do volume, nele estdo contidos vasos sanguineos,
linfaticos, macréfagos, fibroblastos, mastocitos e células de Leydig. Estas sdo as
responsaveis pela sintese de testosterona, o principal horménio sexual masculino, e
o fazem a partir do colesterol, gracas ao estimulo do hormdnio luteinizante (LH),
secretado pela glandula hipdfise. Acredita-se que a produgao de testosterona a partir
das células de Leydig seja responsavel por 95% do volume total em um homem
adulto e estima-se que existam cerca de 700 milhdes destas células em um testiculo
(WEIN, 2010; COLLETA E CARVALHO, 2005; HALES, 2005).

Devido a sua organizagdo estrutural, um corte transverso ao maior eixo
testicular, proporciona a visualizagdao de tubulos seccionados transversalmente,
onde observamos suas camadas. Da superficie externa para a interna, sao
identificados o tecido peritubular de revestimento, o epitélio germinativo (células de
Sertoli e células germinativas) e a luz tubular (RUSSEL, 1990).

O tecido peritubular € formado por uma membrana basal, elementos
acelulares (principalmente fibras colagenas) e células mioides. O numero de
camadas de células musculares varia segundo a espécie (HERMO, 1977). Por
exemplo, em roedores existe apenas uma camada, enquanto animais de maior porte
passam a exibir um numero maior de camadas, que pode chegar a 4 a 6 camadas
(HAIDER, 1998; RUSSEL, 1990, NIESCHLAG, 2009). As células mioides sao
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contrateis e assim responsaveis pela movimentacdo do fluido e propulsdo dos
espermatozoides através do tubulo seminifero (RUSSEL, 1989), além disso,
secretam matriz extracelular e fatores de tecido conectivo (ALBRECHT, 2006;
SCHELL, 2008).

Outro componente estrutural no compartimento tubular sdo as células de
Sertoli. Estao situadas junto a membrana basal e se estendem até a luz dos tubulos
seminiferos sendo consideradas o arcabougo estrutural do epitélio germinativo.
(NIESCHLAG, 2009). Possuem junc¢des intercelulares que criam a chamada barreira
hematotesticular, proporcionando um ambiente isolado as células germinativas. Mais
que isso, secretam fluido para luz tubular, promovem a fagocitose de células
germinativas inaptas, fornecem nutrientes as células germinativas, movimentam
células dentro do epitélio germinativo e secretam proteinas (RUSSEL, 1990;
NIESCHLAG, 2009).

A espermatogénese é um dos mais fascinantes e complexos processos que
ocorrem entre os mamiferos, onde as espermatogbnias dao origem aos
espermatozoides. Pode ser dividida em 3 fases: fase proliferativa, onde
espermatogbénias A passam por um processo de divisdo celular e diferenciagao,
originando espermatogbnias B, estas, por sua vez, irdo diferenciar-se em
espermatoécidos preloptenos, que duplicam seu DNA e passam a ser denominados
espermatoécitos primarios; fase meidtica, onde os espermatdcitos primarios passam
pela primeira fase da meiose e originam os espermatocitos secundarios, que
dividem-se (segunda fase da meiose) originando as espermatides; espermiogénse,
onde as espermatides passam por um processo de diferenciagdo celular originando
os espermatozoides, células completamente diferenciadas (RUSSEL, 1990;
NIESCHLAG, 2009; SKINNER, 2005).

O processo de produgdo espermatica é controlado pela agdo da glandula
hipéfise, que estimulada pelo GnRH secretado pelo hipotalamo, libera na corrente
sanguinea o horménio luteinizante (LH), que estimula a produgédo de testosterona
pelas células de Leydig. Esta, por sua vez, é difundida para o espago tubular, onde
atinge uma concentragdo 15 a 20 vezes mais alta que na circulagdo, necessaria
para a manutengdo da espermatogénese. Uma segunda gonadotrofina, o horménio
foliculo-estimulante (FSH), atua em receptores situados nas células de Sertoli e
provavelmente nas espermatogénias, estimulando a iniciagdo e manutencédo da

espermatogénese. Criando um mecanismo de feedback negativo, a testosterona
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inibe a secrecdo de GnRH e outra substancia produzida pelas células de Sertoli,
denominada inibina, inibe a secrecdo de FSH. Desta forma, para a iniciacdo e
manutencdo da espermatogénese, sao necessarios niveis fisioldgicos de
testosterona e gonadotrofinas (RUSSEL, 1990; NIESCHLAG, 2009).

2.2 IMUNOSSUPRESSAO

Drogas imunossupressoras sao utilizadas para atenuar a resposta imune em
pacientes que receberam orgaos transplantados e nos portadores de doengas
autoimunes (LAURENCE, 2012). Sua utilizagao teve inicio nos anos 1950 com o uso
de glicocorticoides associados a azatioprina e/ou globulina antilinfocitica que
permaneceram como principais drogas imunossupressoras até o inicio dos anos
1980, com a introdugdo da ciclosporina no mercado norte-americano (ABBUD-
FILHO, 1997). A partir dos anos 1990 surgiram novos agentes quimicos, como
tacrolimus, micofenolato mofetil, sirolimus, mizoribina, brequinar, gusperimus
deoxiespergualina e feftunomide (ABBUD-FILHO, 1997; HARTONO, 2013;
GUERRA, 2011).

A resposta imunoldgica é um processo dependente da célula T, que, apos se
encontrar com os antigenos, pode apresentar respostas diversas, tais como a
apoptose, anergia, ativagao parcial e/ou total com expansao clonal e proliferagao de
células efetoras governadas por diferentes citocinas. A sequéncia completa de
eventos que levam a ativagao completa do linfécito T requer, necessariamente, trés
sinais externos em receptores localizados na membrana dessas células. O primeiro
sinal ocorre com o reconhecimento das moléculas MHC ou de seus peptideos pelo
receptor da célula T (TCR). Essa interagao fisica ativa uma série de proteinas
tirosinacinases (TKs) que, por sua vez, ativam vias bioquimicas efetoras como a via
da fosfolipase C (PLC), via do inositol trifosfato (IP-3) calcineurina e diacilglicerol
(DAG) e proteinacinase C (PKC). Apenas o primeiro sinal ndo é suficiente para
ativacao das células T, sendo necessario que os co-receptores CD4 e CD8 também
devem se acoplar ao TCR para completar a ligagdo. Além disso, quando a célula T
encontra o aloantigeno pela primeira vez, um segundo sinal € também necessario

para que o processo de ativagdo prossiga. Esse segundo sinal ocorre através da



19

interacdo de moléculas de adesao e seus respectivos “encaixes”, por exemplo,
CD28 com B7-1 ou B7-2, CD2 com CD58 (LFA-3), LFA-1 com ICAM-1 (ABBUD-
FILHO, 1997).

Os dois primeiros sinais de transdugédo ligam os eventos da membrana
citoplasmatica aos eventos nucleares que acarretam ativagdo dos genes, producao
de proteinas regulatérias (citocinas) tipo IL- 2. Com a produgéo de citocinas, a célula
T passa da fase GO do ciclo celular para a sua fase ativado G1, mas nao esta pronta
para prosseguir no ciclo e proliferar. Para que isso ocorra é necessario o terceiro
sinal que acontece quando as citocinas “encaixam” nos seus receptores e emitem
sinais de transdugéo para o nucleo da célula através de PTKs (p 7056) e/ou fatores
de transcricdo (STATS). Esses sinais passam por uma proteina chamada mTOR
(mammalian target of Rapamycin) e ativam enzimas do tipo ciclinas E/ CDK2 e
D/CDK4 e a proteina retinoblastoma que sdo essenciais para a passagem das
células da fase G1 para a fase S da sintese de DNA (ABBUD-FILHO , 1997).

Com isso as drogas imunossupressoras podem ser classificadas conforme
seu local de agao e seus efeitos nos linfécitos em drogas que afetam a estrutura da
membrana celular (anticorpos policlonais e monoclonais, anticorpos anti-receptores
da IL-2, CTLA4); drogas que afetam a sintese das citocinas (glicocorticoides,
ciclosporina, tacrolimus, sirolimus e leflunomide) e drogas que afetam a sintese de
nucleotideos (purinas como azatioprina e micofenolato mofetil e pirimidinas, como
brequinar) (ABBUD-FILHO , 1997; LAURENCE, 2012; HARTONO, 2013).

2.3 TACROLIMUS

Tacrolimus é um potente imunossupressor macrolideo desenvolvido a partir
da fermentacéo do fungo Streptomyces tsukubaensis, inicialmente descrito em 1987
(KINO, 1987, KINO, 1987). Os primeiros estudos in vitro, demonstraram sua
importante capacidade de inibicdo da sintese de IL-2 (OCHIAI, 1987; KINO, 1987), o
que levou a sua utilizacdo em protocolos de imunossupressao em pacientes
transplantados (WALLEMACQ, 1993).
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Durante o processo de ativagédo dos linfocitos T, o contato com o antigeno
leva ao influxo de calcio para o meio intracelular, este, liga-se ao calmudolina e,
juntos, ativam a calicreina, que pode desfosforilar a (NF-ATc). Esta, por sua vez,
ganha nucleo celular e juntamente com sua unidade nuclear, leva a sintese de
citocinas, entre elas a IL-2, crucial para a ativacdo e recrutamento de linfécitos T
(PERRY, 2005; CANEGUIM, 2008).

Tacrolimus atravessa a membrana plasmatica do linfécito-T e liga-se ao seu
receptor intracelular (FKBP12), formando um complexo (tacrolimus—FKBP12) que
bloqueia a funcdo desfosforilativa da calcineurina sobre o NF-ATc, resultando na
supressao deste fator e na consequente inibicdo da transcricdo de IL-2 para a
ativacao dos linfocitos-T (CANEGUIM, 2008).

Desta forma, o FK506 exerce um adequado controle da atividade
imunoldgica, caracteristica que o levou a ser empregado no controle de pacientes
submetidos a transplante renal (GUERRA, 2011; HARDINGER, 2013; RATH, 2013),
hepatico (RODRIGUEZ-PERALVAREZ, 2012; RATH, 2013), pancreatico (GUERRA,
2011; KIMELMAN, 2013; SINGH, 2013; GRUESSNER, 2013), pulmonar (SNELL,
2007; ALIABADI 2012) e cardiaco (ALIABADI 2012). Mais que isso, sua utilizacdo
esta descrita no tratamento de doencas autoimunes (SADABA, 2004), como doenca
inflamatdria intestinal (TRIANTAFILLIDIS, 2011), artrite reumatoide (LEE, 2010),
hepatite autoimune (MOURA, 2014), lupus (YONN, 2010), nefropatias (HEN, 2013),
patologias cutdaneas (MADAN, 2007; RODRIGUEZ-CERDEIRA, 2012) e
oftalmolégicas (LARSON, 2011).

Nao obstante as suas caracteristicas terapéuticas, a utilizagdo da droga tem
sido vinculada a efeitos colaterais. Talvez o mais prevalente desses seja a
nefrotoxicidade, caracteristica importante dos inibidores da calcineurina. Esta pode
se manifestar pela redugédo do ritmo de filtragdo glomerular, elevagao evidente da
creatinina plasmatica e alteragdo de eletrdlitos, como hipercalemia (FUNG, 1991).
Acredita-se que os efeitos nefrotdxicos sejam decorrentes da contragao da arteriola
eferente ou de fibrose intersticial (VAN SANDWIJK, 2011). Outro efeito colateral
importante se refere as alteragcbes no mecanismo da glicose com tendéncia a
hiperglicemia. Além disso, estdo associadas a substancia alteragbes neurolégicas
como tremores, cefaleia, insbnia, parestesias, encefalopatia; alteracbes

gastrointestinais, como diarreia, nauseas, constipacdo e dispepsia; hipertensao e
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aumento da incidéncia de neoplasias (VAN SANDWIJK, 2011; ASTELLAS, 2005;
TOLOU-GHAMARI, 2012; APURI, 2014).

2.4 MICOFENOLATO MOFETIL

O micofenolato mofetil, pré-droga do acido micofendlico pertence a classe dos
imunossupressores antimetabdlicos (LAURENCE, 2012). Foi isolado em 1896 a
partir de cultura de Penicillium e purificado em 1913. Na década de 1940 foi
reconhecida sua atividade antibacteriana e antifungica. No entanto, o acido
micofendlico ficou praticamente esquecido até o final dos anos 1960, quando foi
utiizado como droga antitumoral, devido aos seus efeitos antiproliferativos
demonstrados in vitro. As pesquisas sobre sua atividade imunossupressora
ocorreram na década de 1980 e sua utilizacdo clinica nos anos 1990, sendo
aprovado pelo FDA em 1995 (LAURENCE, 2012; NORONHA, 1997).

O acido micofendlico é uma droga antiproliferativa que age na biossintese das
purinas através da inibicado da enzima inosina monofosfato desidrogenase (IMPDH),
que é uma enzima-chave da via de novo da biossintese das purinas. A inibicdo do
IMPDH pelo acido micofendlico leva ao bloqueio da sintese de nucleotideos de
guanosina (GTP e dGTP), que séo substratos para a sintese de DNA e RNA. Desta
forma, ocorre inibicdo da sintese de DNA e RNA e consequentemente da
proliferacdo celular. Um aspecto importante € que linfocitos T e B dependem
predominantemente da via de novo da sintese de purinas para sua proliferagcao.
Com isso, o acido micofendlico exerce uma potente inibicdo da proliferacao
linfocitaria (LAURENCE, 2012; 48. NORONHA, 1997).

Ap6s sua absorcao oral, o MMF ¢é rapidamente convertido em acido
micofendlico (AMF), este € metabolizado principalmente no figado, formando o
glucoronideo do acido micofendlico (MPAG), que € farmacologicamente inativo
(NORONHA, 1997. ATCHESON, 2005).

Os primeiros resultados da utilizacdo de MMF em transplante renal, sdo do
inicio dos anos 1990 (SOLLINGER, 1992), seguidos por estudos multicéntricos
(EUROPEAN MYCOPHENOLATE MOFETIL COOPERATIVE STUDY GROUP,

1995). Também tem sido utilizado no tratamento da rejeicdo em pacientes
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submetidos a transplante hepatico (SCHREM, 2013; CANTAROVICH, 2011;
VILLARROEL, 2005), cardiaco (ALIABADI, 2012; NAKATANI, 2009), pulmonar
(HOPKINS, 2008) e pancreatico (KIMELMAN, 2008), bem como no tratamento de
doencas autoimunes.

Embora n&o apresente a nefrotoxicidade dos inibidores da calcineurina, o uso
de MMF pode estar relacionado a hipercolesterolemia, DM, sintomas
gastrointestinais, nefropatia associada a BK, leucopenia, infecgdes oportunistas
(ROCHE, 1998; NORONHA, 1997). Mais que isso, possui efeitos teratogénicos,
sendo contraindicada sua utilizagdo no periodo gestacional (ROCHE, 1998; MCKAY,
2005).

2.5 IMUNOSSUPRESSORES E SISTEMA REPRODUTIVO

Véarios estudos buscam verificar efeitos negativos do uso de
imunossupressores no sistema reprodutor.

Quanto ao uso de sirolimus, em um estudo com pacientes transplantados, foi
observada amenorreia em mulheres, bem como alteragdes da producao espermatica
em homens (BOOBES, 2010). Em outra analise, foram observadas reducéo da
contagem e morfologia de espermaticas, com diminuicdo da taxa de gestagdo em
homens transplantados que receberam a medicacéo (ZUBER, 2008). Um paciente
desenvolveu azoospermia, com recuperagao da producido espermatica apos cessar
o uso (BOOBES, 2007) e foram observadas alteracées dos niveis de testosterona e
gonadotrofinas em individuos submetidos ao tratamento referido (KACZMAREK,
2004). Através de estudo experimental, verificou-se redu¢do do peso testicular,
elevacao de gonadotrofinas e estradiol, reducdo dos niveis séricos de testosterona,
bem como alteragdes histologicas significativas em ratos submetidos ao uso de
sirolimus (CHEN, 2013).

No que se refere aos inibidores da sintese de citocinas, foram observadas
alteracbes nos parametros seminais de pacientes que utilizaram ciclosporina,
apresentando relagdo direta com a dose utilizada (XU, 2003). Analisando a
motilidade espermatica in vitro, foi observado que o sémen de voluntarios, quando

incubado com ciclosporina, apresentava reducdao da motilidade espermatica
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(MISRO, 1999). Estudos experimentais com utilizacdo de ciclosporina em ratos,
demonstraram reducdo do peso testicular (SEETHALAKSHMI, 1987; SRINIVAS,
1995; CHEN, 2013) e diminuicdo do diametro dos tubulos seminiferos (SRINIVAS,
1995; SEETHALAKSHMI, 1987; IWASAKI, 1995; MASUDA, 2003). Redugao do
numero de espermatozoides e espermatides por tubulo seminifero
(SEETHALAKSHMI, 1987; IWASAKI, 1995; CHEN, 2013), alteragdes morfoldgicas
em espermatozoides (SEETHALAKSHMI, 1987; SRINIVAS, 1995), redugdo da
motilidade espermatica em testiculo (SEETHALAKSHMI, 1987) e epididimario
(IWASAKI, 1995). Mais que isso, foram constatadas alteracdes hormonais, como
reducdo dos niveis séricos de testosterona (SRINIVAS, 1995; CHEN, 2013) e
elevagcdo de gonadotrofinas (SEETHALAKSHMI, 1987; IWASAKI, 1995; CHEN,
2013).

Quanto ao tacrolimus, em estudos iniciais onde foi realizada a analise
histolégica de tubulos seminiferos de ratos que utilizaram a droga por periodos de
14 dias, ndo houve diferengas em comparagéo aos controles (HISATOMI, 1996). O
mesmo ocorreu em relacdo ao tecido prostatico, vesiculas seminais e epididimo.
Mais que isso, ndo foram houve diferenga nos niveis séricos de testosterona e LH,
bem como reducéo da quantidade de células de Leydig (TAI, 1994).

Por outro lado, foi observada redugao da quantidade e motilidade espermatica
em nivel epididimario nos ratos tratados com FK 506. Além disso, quando estes
animais acasalaram com fémeas, que ndo receberam tratamento, ocorreu uma
reducdo no numero de filhotes vivos (HISATOMI, 1996), o que levou o autor a
questionar uma possivel alteracdo que um possivel dano a fungao reprodutiva
decorrente do uso da medicacdo poderia ocorrer no epididimo. Posteriormente o
mesmo autor avaliou marcadores bioquimicos em epididimo, constatando a reducao
dos niveis de L-carnitina, que possui efeitos antioxidantes. Com isso, concluiu que
esta alteragdo seria responsavel pelas alteragbes na contagem e motilidade
espermatica (HISATOMI, 2008).

Recentemente, foram observadas, em ratos tratados com tacrolimus por
periodos de 30 e 60 dias, alteragdes no arranjo de células peritubulares, reducéo da
quantidade de células de Sertoli e células germinativas, com aumento da expressao
de marcadores de apoptose das mesmas; reducdo da area total de tecido
germinativo e de tubulos seminiferos (CANEGUIM, 2009). Além disso, foram

constatadas redugdes da quantidade de células peritubulares, com elevacdo de
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marcadores de apoptose entre elas, bem como alteracbes estruturais do tecido
peritubular através de microscopia eletrdbnica (CANEGUIM, 2011). Outro estudo,
onde a droga foi fornecida por um periodo de 8 semanas, a ratos previamente
nefrectomizados, foi observada reducdo dos niveis séricos de testosterona, FSH e
LH, bem como alteragdes histolégicas no tecido germinativo (CHEN, 2013).

No que se refere ao micofenolato mofetil, a literatura é parca. Segundo
informacgdes do fabricante, o uso da droga néo esta vinculado a alteragbes da fungao
reprodutiva (ROCHE, 1998). Por outro lado, através de um sistema de notificagdo da
FDA, em um total de 1461 individuos que relataram efeitos adversos referentes ao
uso da droga, 11 pacientes relataram infertilidade e dois deles azoospermia. Além
disso, em um estudo com pacientes que utilizavam imunossupressores, a reducao
dos niveis de testosterona sérica e a elevacao dos niveis de gonadotrofinas foram
mais importantes no grupo onde sirulimus foi associado ao MMF do que na

associagao de sirulimus com outros imunossupressores (KACZMAREK, 2004).

2.6 APOPTOSE CELULAR E MECANISMOS DE AVALIACAO DA APOPTOSE

O termo apoptose, morte celular programada, foi utilizado pela primeira vez
em 1972, em referéncia ao termo grego que significa perda das folhas pelas arvores,
para descrever uma maneira distinta de morte celular (KERR, 1972). Consiste em
um processo necessario ao desenvolvimento e homeostase do organismo, sendo
importante para eliminar células supérfluas e/ou defeituosas (GRIVICICH, 2007).
Pode ocorrer normalmente durante o desenvolvimento e envelhecimento tecidual,
como forma de controle da populagao celular ou pode ocorrer como mecanismo de
defesa em situagbes como reagdes imunoldgicas ou quando células sao danificadas
por fatores extrinsecos (ELMORE, 2007; NORBURY, 2001).

A apoptose pode ser reconhecida por caracteristicas morfolégicas muito
marcantes e coordenadas. De um modo geral, a apoptose é um fenbmeno bastante
rapido: ocorre uma retragcao da célula que causa perda da aderéncia com a matriz
extracelular e células vizinhas. As organelas celulares mantém a sua morfologia,
com excegao, em alguns casos, das mitocdndrias, que podem apresentar ruptura da

membrana externa. A cromatina sofre condensacdo e se concentra junto a
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membrana nuclear, que se mantém intacta. A seguir, a membrana celular forma
prolongamentos (blebs) e o nucleo se desintegra em fragmentos envoltos pela
membrana nuclear. Os prolongamentos da membrana celular aumentam de numero
e tamanho e rompem, originando estruturas com conteudo celular. Estas por¢des
celulares envoltas pela membrana celular sdo denominadas corpos apoptaticos. Os
corpos apoptéticos sao rapidamente fagocitados por macréfagos e removidos sem
causar um processo inflamatério (GRIVICICH, 2007; ZIEGLER, 2004). Assim pode
ser diferenciada do processo de necrose, marcado por edema celular, formacao de
vacuolos citoplasmaticos, edema de reticulo endoplasmatico, rotura mitocondrial e
de lisossomos, seguidos do rompimento da membrana plasmatica com liberagao de
componentes celulares, desencadeando recrutamento de células inflamatdrias
(ELMORE, 2007). O processo de apoptose envolve uma série de eventos
bioquimicos mediados por diversas substancias, entre estas, destacam-se as
caspases, proteases que possuem papeéis iniciadores e efetores no processo
apoptatico.

Diversos fatores podem desencadear a apoptose, entre eles: ligacao de
moléculas a receptores de membrana, agentes quimioterapicos, radiagcao ionizante,
danos no DNA, choque térmico, deprivacdo de fatores de crescimento, baixa
quantidade de nutrientes e niveis aumentados de espécies reativas do oxigénio
(GRIVICICH, 2007).

Sua ativacdo pode ser iniciada de duas diferentes maneiras: pela via
extrinseca (citoplasmatica) ou pela via intrinseca (mitocondrial). A via extrinseca
decorre da ativacao de receptores de membrana, pertencentes a familia dos
receptores de necrose tumoral, por exemplo, FasL. A ligacdo com estes receptores
resulta em sua trimerizacdo e consequente ativagcdo dos receptores de morte
especificos. A sinalizacdo a seguir € mediada pela porgao citoplasmatica desses
receptores interagindo com moléculas conhecidas como FADD/ MORT-1. Essas
moléculas tém a capacidade de recrutarem a caspase-8, que ira ativar a caspase-3,
uma protease efetora do processo de apoptose. A via intrinseca decorre da ativacao
mitocondrial por fatores pré-apoptéticos, com alteracdes na permeabilidade de sua
membrana, com a consequente liberagdo do citocromo c. Uma vez no citosol, o
citocromo ¢ forma um complexo com a APAF-1 (Apoptotic protease-activating factor

1) e a caspase-9, o chamado apoptossomo, que promove a clivagem da pro-
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caspase-9, liberando a caspase-9 ativa. Uma vez ativada, a caspase-9 ativa a
caspase-3 (CANEGUIM, 2008; GRIVICICH, 2007, ELMORE, 2007).

ApoOs a ativagdo da caspase 3 (efetora), segue-se a parte executora do
processo, marcada pela condensacdo de cromatina, ativagdo de proteases com
degradagdo e reorganizagdo do citoesqueleto, formacdo dos prolongamentos de
membrana (belds), fragmentacdo nuclear e, por fim, formacdo dos vacuolos
apoptéticos (GRIVICICH, 2007; ELMORE, 2007; PORTER, 1999).

Para avaliagdo da apoptose em determinado tecido, existem basicamente
seis métodos: avaliagdo citomorfologica, fragmentagdo de DNA, deteccdo de
caspases, ensaios com mitocéndrias, deteccao de whole mounts e alteragdes de
membrana (ELMOR, 2007). Entre os métodos de detec¢do de caspases, pode-se
citar a marcagao de caspase 3 ativada, a qual pode ser utilizada em testiculos (LI,
2009; BITGUL , 2013).
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3 MATERIAL E METODO

O presente estudo foi desenvolvido através de analise histomorfométrica e
avaliacdo de apoptose celular do tecido germinativo de ratos submetidos a

imunossupressao.

3.1 DESENVOLVIMENTO DO ESTUDO EXPERIMENTAL

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus,
Rodentia, Mammalia), com idade de 70 dias, com maturidade sexual completa,
adquiridos no Biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR, com peso variando
entre 300 e 350 gramas.

Os animais foram mantidos em gaiolas préprias para a espécie com as
mesmas condicbes ambientais, ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo agua e
racao ad libidum durante todo o periodo do experimento. Os mesmos foram
mantidos em grupos de 5 animais por gaiola. O estudo foi desenvolvido no Biotério
do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR.

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de 10 animais,

organizados da seguinte forma:

CONTROLE Nao recebeu medicagao

SHAM Recebeu SF 0,9% (0,5 ml de volume)

MICOFENOLATO

. - o
MOFETIL (MMF) Recebeu dose diaria de MMF (30mg/kg/peso) diluido em SF 0,9%

Recebeu dose diaria de TACROLIMUS (1mg/kg/peso) diluido em SF

TACROLIMUS (TCL) 0.9%
,J97/0

QUADRO 1 — DISTRIBUIGAO DOS ANIMAIS POR GRUPOS
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3.2 ADMINISTRACAO DOS MEDICAMENTOS

Os medicamentos, tacrolimus e micofenolato mofetil, eram diluidos em SF
0,9%, imediatamente antes de sua utilizacido. Para fins de padronizagdo, as
diluicdes foram realizadas sempre da mesma forma, onde o volume oferecido aos
animais era semelhante entre os grupos, bem como no grupo SHAM, nunca
ultrapassando 0,5 ml de volume, sempre menor que a capacidade gastrica, evitando
a possibilidade de refluxo do material instilado.

Os medicamentos e/ou placebo foram administrados via gavagem. Para
tanto, os animais eram imobilizados, através da preensdo manual de sua regido
dorso cranial e cauda, garantindo assim que 0s mesmos permanecessem imoveis
durante o procedimento. A sonda de gavagem, acoplada a uma seringa de 1 ml (que
continha o material a ser injetado) era introduzida delicadamente via cavidade oral,
alcangando o eséfago e posteriormente o estdmago. Apos verificar a passagem da
sonda ao trato digestivo, a solugdo era delicadamente injetada, evitando assim o
refluxo da mesma, bem como desconforto importante ao animal. Sempre que havia
qualquer resisténcia a passagem da sonda, ela era imediatamente retirada, o animal

era novamente imobilizado e a sonda era entio reintroduzida.

FIGURA 2 — MODELO DE PEGA DO ANIMAL FIGURA 3 — TECNICA DE GAVAGEM



29

Os animais receberam o tratamento por um periodo de 100 dias. Durante este
periodo foram semanalmente pesados para que a dose dos medicamentos utilizados
fosse ajustada conforme o peso. Durante o processo, 0s animais receberam
identificacdo em sua cauda, com isso foi possivel individualizar a dose adequada a
cada um deles.

Ao final deste periodo, os animais foram submetidos ao procedimento de

retirada de material para analise.

3.3 RETIRADA DO MATERIAL PARA ANALISE HISTOLOGICA

Para a realizagdo do procedimento do procedimento cirurgico os animais
foram anestesiados com uma associagdo de Xilazina (5mg/kg) e Ketamina

(100mg/Kg) intraperitoneal.

FIGURA 4 — TECNICA DE ANESTESIA
INTRAPERITONEAL

Apos anestesiados, foi realizada tricotomia em toda a parede abdominal. Os
animais foram entdo imobilizados em mesas cirurgicas proprias para a espécie, onde
ocorreu o procedimento cirurgico. O procedimento foi realizado nas instalagbes do

Departamento de Anatomia da UFPR.
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3.3.1 Procedimento ciruargico

Foi realizado acesso a cavidade abdominal através de incisdo mediana
infraumbilical. Os testiculos foram exteriorizados por via abdominal, seguindo a
ligadura e seccgao do cordao espermatico com posterior retirada da pega em bloco,

contendo testiculo e epididimo.

FIGURA 5 — LAPAROTOMIA MEDIANA  FIGURA 6 — EXTERIORIZAGAO
TESTICULAR

FIGURA 7 — PECA CIRURGICA (TESTICULO E EPIDIDIMO
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Os testiculos foram cuidadosamente dissecados e isolados do epididimo
adjacente. Tiveram seu peso imediatamente aferido usando balanga de precisdo’.
Seu volume foi verificado através da tomada de duas medidas com de paquimetro,
utilizando a férmula: VT =4/3 1rab?, onde "a" & o semieixo maior e "b" & o semieixo
menor (HAYASHI, CEDENHO, 1980; MIRAGLIA, HAYASHI, 1993).

FIGURA 8 — TESTICULO FIGURA 9 — TECNICA DE PESAGEM
(BALANCA DE PRECISAO)

FIGURA 10 — MEDIDA DO MENOR FIGURA 11 — MEDIDA DO MAIOR
EIXO TESTICULAR EIXO TESTICULAR

! Balancga de precisdo 510x0,01 — Adventurer.
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3.4 PREPARO DO MATERIAL

Os testiculos retirados foram processados de duas maneiras distintas:

O testiculo direito foi fixado em solugdo de ALFAC (85% alcool a 80%, 10%
formol a 10% e 5% &acido acético glacial) por um periodo de 16 horas, sendo entédo
transferido para solucdo de alcool 70%, onde foi preservado. Posteriormente as
amostras foram diafanizadas em Xilol e incluidas em parafina. Foram realizados
cortes de 3 um no eixo longitudinal do testiculo. Os cortes foram depositados em
ldminas e corados com hematoxilina e eosina (H.E.) (anexo Il). As laminas foram
entdo montadas com uso da resina Entellan (Merck®).

O testiculo esquerdo foi fixado em formaldeido 10%. Posteriormente, as
amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol, diafanizadas
em xilol e incluidas em parafina. Foram cortes de 3um no eixo longitudinal do
testiculo, os quais foram posteriormente depositados em laminas carregadas
positivamente (Imunnoslide, Easypath®). Posteriormente, os cortes foram
desparafinizados em xilol, reidratados em concentragdes decrescentes de etanol, e
processados para a imunohistoquimica. Cortes reidratados foram incubados com 3%
H,O, em metanol para o bloqueio da peroxidase enddgena. A recuperagao
antigénica foi realizada em tampéao Citrato de Sédio 10 mM, pH 6.0, a 95°C, por 40
minutos. Possiveis ligacdes ndo especificas, bem como radicais aldeidicos livres,
foram bloqueadas pela incubagdo de 5 minutos com PBS contendo 1% de BSA e
por PBS contendo 0,1M de Glicina, respectivamente. Posteriormente, os cortes
foram incubados por 12 horas a 4°C com o anticorpo primario anti-Caspase-3 clivada
(Biocare CP229, IgG de coelho, diluido 1:100). Posteriormente foi incubado por 30
minutos o anticorpo secundario biotinilado de cabra contra IgG de coelho (Vector
Laboratories, BA-1000, diluido 1:300), apdés a incubagdo com os respectivos
anticorpos secundarios, foi realizada a incubagado com estreptavidina conjugada com
peroxidase por 30 minutos. A revelacdo da ligagdo do anticorpo primario foi
realizada com DAB (“3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride”) (DAB substrate Kit,
BD Pharmigen), entao foi realizada a contra coloragdo com hematoxilina de Harris. A
seguir, os cortes foram desidratados em bateria crescente de etanol. Apds
incubacdo em xilol, as laminas permanentes foram montadas com Entellan
(Merck®).
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3.5 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Para analise histomorfométrica, foram escolhidas aleatoriamente 40 secgdes
transversais de tubulos seminiferos por animal, sendo analisados os tubulos mais
arredondados, e com sua estrutura preservada, buscando identificar tubulos onde as
figuras de espermatogénese estivessem todas presentes, evitando assim diferengas
entre as amostras analisadas. Para fins de padronizagdo, também foram analisadas
400 secgdes do grupo MMF.

Para captura de imagens, foi utilizado microscopio biolégico trinocular plano
0,1 — Polaris — B.photonics — vinculado ao computador B-Xtreme, processador Intel
G2030 Dual Core, com sistema de captura de imagem Home Mirage |. Para foto

documentacéo foi utilizada camera digital CMOS acoplada ao microscopio.

FIGURA 12 — SISTEMA DE CAPTURA DE IMAGENS

Foram obtidas a morfometria do epitélio germinativo e a area tubular com
auxilio do Software TsVieW. O programa permite a determinagdo da area a ser
aferida, através a demarcacdo da mesma. Da mesma forma, foram escolhidos dois
pontos, na base e no apice do epitélio germinativo e, o proprio programa calculou

sua altura.
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FIGURA 14 — CORTE TRANSVERSAL DE TUBULO SEMINIFERO (RATO 1 GRUPO CONTROLE)
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FIGURA 16 — MEDIDA DA ALTURA DO EPITELIO GERMINATIVO (RATO 1 GRUPO CONTROLE)

3.6 ANALISE DE APOPTOSE CELULAR

As laminas de imunohistoquimica foram analisadas em microscépio optico
Olympus CX31 trinocular. Foram obtidas cinco fotomicrografias representativas de
tubulos seminiferos, cortados transversalmente, de cada lamina analisada. As

fotomicrografias foram analisadas no software de avaliagdo de imagens TMARKER
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V 1.20614 (NEXUS Personalized Health Technologies, Suiga), segundo o protocolo
que se segue.

De cada fotomicrografia, o tubulo a ser analisado foi selecionado. Cinco
nucleos marcados positivamente (marrons) foram marcados para calibragéo positiva
e cinco nucleos negativos (roxos) foram selecionados para marcagao negativa. O
software entdo procedeu a contagem de todos os nucleos positivos e negativos na
area selecionada. Parametros de tolerancia foram fixados entre os tipos de reagdes.
Os valores da desconstrucao de cores utilizados foram para o padrao Hematoxilina —

Diaminobenzidina. Os resultados obtidos foram tabulados para analise estatistica.
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FIGURA 17 — EXEMPLO DE IMAGEM CAPTURADA COM SOFTWARE TMARKER V 1.20614
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FIGURA 18 — CORTE TRANSVERSAL DE TUBULO SEMINIFERO, CELULAS COM CASPASE 3
ATIVADA EM MARROM (RATO 9 — GRUPO CONTROLE)

FIGURA 19 — CORTE TRANSVERSAL DE TUBULO SEMINIFERO, CELULAS COM CASPASE 3
ATIVADA EM MARROM (RATO 9 — GRUPO SHAM)

FIGURA 20 — CORTE TRANSVERSAL DE TUBULO SEMINIFERO, CELULAS COM CASPASE 3
ATIVADA EM MARROM (RATO 9 — GRUPO MMF)
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FIGURA 21 — CORTE TRANSVERSAL DE TUBULO SEMINIFERO, CELULAS COM CASPASE 3
ATIVADA EM MARROM (RATO 9 — GRUPO TCL)

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Todas as informagbes foram armazenadas em um arquivo estruturado com
auxilio do programa EPI INFO verséo 7 (Centers for Disease Control and Prevention
e World Health Organization, 2014). Na comparagdo entre médias de grupos, foi
utilizada analise de Kruskall-Wallis (Centers for Disease Control and Prevention e
World Health Organization, 1994). Para avaliagdo das diferengcas entre pares de
grupos foi utilizada anélise de variancia com teste de Tukey (SPSS para Windows).
O nivel de significancia estatistica estabelecido foi de 5% (APENDICE 1).
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4 RESULTADOS

4.1 PESO DOS RATOS

Durante o experimento foi observado ganho de peso em todos os animais,
independente do grupo.
Ao final do experimento, comparamos os pesos dos animais, observando

menor peso entre 0os animais do grupo tratado com micofenolato mofetil.

TABELA 1 - COMPARAGAO DA MEDIA DE PESO DOS RATOS DE ACORDO COM OS GRUPOS

Grupo N Média Variancia Desvio-padrao
CONTROLE 10 439,40 ¢ 495,37 22,25
SHAM 10 419,70 g 388,90 19,72
MMF 9 390,55 ¢ 1149,27 33,90
TCL 10 418,70 g 567,78 23,82

Kruskal-Wallis test p<0,01

450 4394
440

430
420
410
400
390
380
370
360

PESO-g

CONTROLE SHAM MMF TCL

GRAFICO 1 - COMPARAGAO DA MEDIA DE PESO DOS RATOS DE ACORDO COM OS GRUPOS
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A comparagao entre os grupos demonstrou menor peso testicular total entre

os animais tratados com tacrolimus. A diferenga entre os grupos foi estatisticamente
significativa quando comparados os grupos TCL X SHAM e MMF X SHAM.

TABELA 2 — MEDIA DE PESO TESTICULAR TOTAL DE ACORDO COM OS GRUPOS

Grupo n
CONTROLE 10
SHAM 10
MMF 9
TCL 10

Média
3719
3,849
3,58 ¢
3579

Variancia

0,04
0,07
0,06

0,07

Desvio-padrao
0,21
0,26
0,25
0,08

Kruskal-Wallis test p<0,01

PESO TESTICULAR TOTAL - g

3.9

3,84

3,85

3,8

3,75
3,7
3,65
3,6
3,55
3,5
3,45
3,4

CONTROLE

SHAM

MMF

TCL

GRAFICO 2 — MEDIA DE PESO TESTICULAR TOTAL DE ACORDO COM OS GRUPOS
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4.3 VOLUME TESTICULAR

A analise do volume testicular concluiu menor volume no grupo tratado com
tacrolimus. Foi encontrada diferenca estatisticamente significativa quando
comparamos os grupos CONTROLE X TCL e SHAM X TCL nos dois testiculos.
Houve diferenga significativa quando comparamos os grupos CONTROLE X MMF e
SHAM X MMF no testiculo esquerdo.

TABELA 3 — MEDIA DO VOLUME DO TESTICULO DIREITO DE ACORDO COM OS GRUPOS

Grupo n Média Variancia Desvio-padrao

CONTROLE 10 9,30 1,12 1,06
SHAM 10 9,41 1,61 1,27
MMF 9 8,25 0,51 0,72
TCL 10 7,39 0,85 0,92

Kruskal-Wallis test p<0,01

941

[any

o

L
('S)

VOLUME TESTICULAR - cc
O P N W & 1 OO N 0O O

CONTROLE SHAM GRUPOS MMF TCL

GRAFICO 3 - MEDIA DO VOLUME DO TESTICULO DIREITO DE ACORDO COM OS GRUPOS



42

TABELA 4 — MEDIA DO VOLUME DO TESTICULO ESQUERDO DE ACORDO COM OS GRUPOS

Grupo n Média Variancia Desvio-padrao
CONTROLE 10 9,21 0,81 0,9
SHAM 10 9,76 0,82 0,9
MMF 9 7,64 0,99 0,99
TCL 10 7,16 0,58 0,76

Kruskal-Wallis test p<0,01

12
9,76

10 524

VOLUME TESTICULAR - cc
(o)}

CONTROLE SHAM MMF TCL
GRUPOS

GRAFICO 4 — MEDIA DO VOLUME DO TESTICULO ESQUERDO DE ACORDO COM OS GRUPOS

4.4 ANALISE MORFOMETRICA DA AREA TUBULAR

Comparadas as medidas de area de tubulos seminiferos, foi verificado
decréscimo nas medidas dos grupos tratados com micofenolato e tacrolimus.

Quando comparados 0s grupos um a um, observou-se decréscimo da area
tubular no grupo tratado com TCL, quando comparado com os grupos controle, MMF
e SHAM.
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Quando comparados com os demais grupos, o grupo MMF, demonstrou
reducdo da area tubular quando comparado aos grupos controle e SHAM.
Quando comparados os grupos controle e SHAM, observamos diferenga entre

as medidas de area tubular.

TABELA 5 — MEDIA DA AREA TUBULAR DE ACORDO COM OS GRUPOS

Grupo n Média Variancia Desvio-padréo
Controle 400 85662,4 ym?2 5199224 ,4 7210,5
SHAM 400 84495,9 ym?2 4703256,2 6858,0
MMF 400 75901,3 ym?2 3385352,8 5818,3
TCL 400 67576,7 ym2 44456934 6667,6

Kruskal-Wallis test p<0,01

90000 85662,4 84495.9

67576,7

70000
60000
50000
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30000
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10000

AREA TUBULAR - pm?
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GRAFICO 5 - MEDIA DA AREA TUBULAR DE ACORDO COM OS GRUPOS

4.5 ANALISE MORFOMETRICA DA ALTURA DO EPITELIO GERMINATIVO

A comparagao entre os grupos demonstrou redugdo da altura do epitélio
germinativo os grupos tratados com tacrolimus e micofenolato mofetil.
Quando pareados, o grupo TCL demonstrou uma redugdo mais significativa

quando comparado aos grupos MMF, controle e SHAM.
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O grupo MMF apresentou menor altura do epitélio germinativo, quando
comparado aos grupos controle e SHAM; e maior, quando comparado ao grupos

tacrolimus.
Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos controle e

sham.

TABELA 6: MEDIA DA ALTURA DO EPITELIO GERMINATIVO DE ACORDO COM OS GRUPOS

Grupo n Média Variancia Desvio-padréo
Controle 400 110,13 pm 422,25 20,5490
SHAM 400 110,20 pm 423,27 20,5736
MMF 400 106,64 pm 133,39 11,5496
TCL 400 101,40 pm 240,47 15,5072

Kruskal-Wallis test p<0,01

112 110,13 110,2
110

108
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104
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100

98

96
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CONTROLE SHAM GRUPOS MMF TCL

GRAFICO 6 — MEDIA DA ALTURA DO EPITELIO GERMINATIVO DE ACORDO COM OS GRUPOS



4.6 ANALISE DE APOPTOSE DO TECIDO GERMINATIVO
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A analise do indice de apoptose celular, aferida através da quantificacdo de

células com expressao da caspase 3 ativada, demonstrou maior porcentagem de

células em apoptose nos grupos tratados com imunossupressores

marcadas quando comparado com os grupos MMF, controle e SHAM.

comparado com os grupos controle e SHAM.

Quando pareados, o grupo TCL demonstrou maior porcentagem de células

O grupo MMF apresentou maior indice de apoptose celular quando

TABELA 7 - COMPARAGAO DA MEDIA DE APOPTOSE CELULAR (EM %) DE ACORDO COM OS

GRUPOS
Grupo n Média Variancia Desvio-padrao
CONTROLE 45 68,30 % 16,75 4,09
SHAM 47 66,45 % 19,16 4,37
MMF 36 70,80 % 13,67 3,69
TCL 45 74,04 % 40,11 6,33
Kruskal-Wallis test p<0,01
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GRAFICO 7 - COMPARAGAO DA MEDIA DE APOPTOSE CELULAR (EM %) DE ACORDO COM

0OS GRUPOS
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5 DISCUSSAO

O propdsito do presente estudo € verificar a existéncia de alteragdes na
espermatogénese em ratos, decorrente do uso de dois imunossupressores, por um
periodo prolongado, comparando-os entre si.

Devido a sua complexidade, o processo de produgdo espermatica em
humanos, dificiimente pode ser analisado in vitro em toda sua extensdo. Assim,
modelos animais proporcionam uma alternativa viavel a experimentagcdo. Ratos sao
mais frequentemente utilizados, pois apresentam certa familiaridade genética,
facilidade na manipulagéo e custo baixo (JAMSAI, 2010).

Os ratos alcangcam sua maturidade sexual em torno do 60 dias e permanecem
em periodo reprodutivo até os 9 meses (ANDRADE, 2002; NEVES, 2013). Devido ao
seu ciclo de vida mais curto, durante a idade adulta, acredita-se que 11,8 dias de
vida de um rato, corresponderia a um ano de vida de um ser humano (ANDREOLLO,
2012). Com isso, através do protocolo proposto, poderiamos simular os efeitos sobre
a producado espermatica em um individuo que, apds a maturidade sexual, utilizou
imunossupressores por um longo periodo.

O periodo proposto para o estudo, 100 dias, ultrapassou o periodo de tempo
do ciclo de espermatogénese, cerca de 52 dias. Desta forma, torna-se viavel a
ocorréncia de efeitos sobre a producdo espermatica (ANDREOLLO, 2012).

No que se refere aos medicamentos utilizados, tacrolimus (FK506) e
micofenolato mofetil, estes sdo amplamente aplicados na pratica clinica. Quanto a
via de administragdo, escolhemos a via oral pelo fato de ndo existir micofenolato em
forma injetavel (ROCHE, 1998). Mais que isso, é mais pratica e apresenta baixo
custo no que se refere ao tacrolimus. As doses utilizadas correspondem a doses
habituais (ROCHE, 1998; ASTELLAS, 2005), bem como descritas em estudos
experimentais anteriores (CHEN, 2013; SHEIKHZADEH, 2003; CANEGUIM, 2009;
CANEGUIM, 2011; NELSON, 2013).

Quanto ao modo de administracdo, gavagem, este corresponde a uma
maneira adequada de fornecimento enteral aos animais da espécie utilizada.
Respeitamos a capacidade gastrica, infundindo pequenos volumes, de forma

padronizada, tanto para os grupos tratados quanto para o grupo SHAM.
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Durante todo o estudo, tivemos apenas um acidente durante o procedimento
de gavagem, com sangramento de pequena monta oriundo da cavidade oral em um
animal, o qual apresentou recuperagcao completa, estando apto a receber a
medicacgao no dia seguinte. Acreditamos assim, que o método é uma opgéao simples
e segura, tanto para os animais, quanto para os pesquisadores.

Um animal do grupo tratado com micofenolato mofetil, apresentou, a partir da
segunda semana de estudo, perda ponderal, evoluindo a ébito no final da terceira
semana. A causa permaneceu indefinida.

No decorrer do experimento, todos os ratos apresentaram ganho ponderal,
porém, ao final do estudo, os animais tratados com micofenolato mofetil
apresentaram menor ganho ponderal quando comparados com os demais grupos.
Estes resultados podem ser explicados pelas alteragdes gastrointestinais
decorrentes do uso de MMF, que podem manifestar-se clinicamente como anorexia
e perda de peso (SHEIKHZADEH, 2013).

A analise do peso testicular total (PTT) mostrou diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos TCL e MMF, quando comparados ao grupo SHAM.
Porém, quando comparados ao grupo controle houve diferenca, mas nao
estatisticamente significativa. Caneguim (2008) observou uma tendéncia a redugao
do peso testicular no grupo tratado por um periodo de 60 dias, com isso,
acreditamos que o0 uso dos imunossupressores por um periodo longo de tempo,
tende a acarretar maior perda de peso testicular. Esta hipétese € corroborada por
Chen (2013), em que animais tratados com tacrolimus por um periodo de 8 semanas
apresentaram reducao do peso testicular.

A analise do volume testicular demonstrou uma redugédo nos grupos tratados
com TCL, quando comparados aos grupos SHAM e CONTROLE, em ambos os
testiculos. Bem como redugédo no grupo MMF em relagdo aos grupos SHAM e
CONTROLE no testiculo esquerdo. No mesmo lado, verificamos redugao de volume
no grupo TCL em relagdo ao grupo MMF. Acreditamos que esta alteragdo seja
decorrente da reducdo do volume ocupado pelos tubulos seminiferos.

No que se refere a analise morfométrica, utilizamos dois parametros, area
total dos tubulos seminiferos e altura do epitélio germinativo, ja descritos
anteriormente na literatura (CHEN, 2013; CANEGUIM, 2009; CANEGUIM, 2011;
ARAUJO, 2008). Nossos resultados demonstraram redugédo da area tubular total e

reducdo da altura do epitélio germinativo nos grupos tratados com
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imunossupressores quando comparados aos grupos controle e SHAM. Comparados
entre si, o grupo tratado com FK-506 apresentou alteragées mais importantes que o
grupo tratado com MMF.

Estudos anteriores verificaram redugao do numero e motilidade espermatica
nos animais tratados com tacrolimus, sem observar alteragdes histolégicas a nivel
testicular, em ratos tratados por um periodo curto de tempo (HISATOMI, 1996),
acreditando assim, que as alteragdes ocorriam no epididimo. No mesmo estudo
foram observados corpos eosinofilicos no epididimo, que posteriormente foram
rotulados como figuras de espermatogénese, espermatdcitos e espermatides,
indicando uma possivel falha no processo de producédo espermatica (FUJIHIRA,
1999).

Recentemente, Caneguim et al (2009) realizou um estudo onde ratos
receberam FK-506 por periodos de 30 e 60 dias. Neste foram observadas reducao
da area tubular total e area do epitélio germinativo, sendo mais importantes as
alteragdes no grupo tratado por 60 dias. Mais que isso, alteragdes histolégicas como
reducdo do numero de células germinativas, desorganizacdo das camadas do
epitélio germinativo e disjungao entre as células de Sertoli. O mesmo autor observou
posteriormente, alteragdes do tecido peritubular, através de microscopia eletrénica e
estudos de apoptose. Foram observadas diferengas nas camadas tubulares, bem
como aumento do numero de células mioides em apoptose (CANEGUIM, 2011).
Chen et cols. observaram, em um experimento que comparava os efeitos de
diferentes imunossupressores fornecidos a ratos previamente nefrectomizados,
discretas alteragdes histolégicas no epitélio germinativo, bem como alteragdes nos
niveis séricos de testosterona e gonadotrofinas, nos animais que receberam doses
de tacrolimus. Desta maneira, nossos dados estdo de acordo com estes estudos,
pois foram observadas alteragdes no grupo tratado com TCL, quando utilizado por
um periodo de tempo mais longo.

Quanto ao micofenolato mofetil, ndo encontramos na literatura estudos
experimentais que avaliassem seus efeitos sobre o epitélio germinativo, apenas a
notificagdo de individuos que, em uso de MMF, referiram impossibilidade para
conceber. Em outro estudo, individuos que utilizaram MMF associado a sirulimus
evoluiram com alteragdes do metabolismo de testosterona e gonadotrofinas, mais
significativas quando comparados a individuos que utilizaram sirulimus associado a

outros imunossupressores (KACZMAREK, 2004). No presente estudo, foram
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verificadas alteragdes menos significativas em relagdo ao tacrolimus; porém, mais
significativas quando comparadas aos grupos controle e SHAM. Com isso,
acreditamos que o uso prolongado de MMF interfere na produgdo espermatica de
maneira mais branda que o tacrolimus.

No que se refere a analise de apoptose celular, utilizamos marcadores de
caspase 3 ativada, verificando maior porcentagem de células germinativas caspase
3 positivas, ou seja, maior indice de apoptose de células germinativas nos grupos
tratados com imunossupressores, sendo mais significativo no grupo tratado com
tacrolimus.

Estudos de apoptose, utilizando caspase 3 ativada, foram empregados por
Bitgul (2013), observando maior expressao de apoptose em células germinativas de
ratos submetidos a stress. Resultados semelhantes foram obtidos apdés o uso de
bisfenol A (LI, 2009). Caneguim (2011) observou, em ratos tratados com FK-506,
maior incidéncia de células peritubulares apoptéticas, através de TUNEL.

Possiveis explicagcdes para os efeitos do uso de tacrolimus sobre a producéo
espermatica podem partir dos estudos sobre o tecido peritubular. Sabe-se que o
tecido peritubular, em conjunto com as células de Sertoli, cria um microambiente
propicio para a producdo espermatica. Desta maneira, alteracbes nas células
mioides, associadas ao desarranjo das células de Sertoli (CANEGUIM, 2011),
acarretariam a quebra das condi¢gbes necessarias para homeostase, o que poderia
acarretar a apoptose de células germinativas observada no presente estudo. Outras
possibilidades envolveriam alteracbes no metabolismo da testosterona e
gonadotrofinas, vitais para manutengdo da espermatogénese (CHEN, 2013), ou um
possivel efeito diabetogénico, decorrente da medicagao, interferindo na produgao
espermatica (CANEGUIM, 2008).

Quanto aos mecanismos que expliquem os efeitos observados no presente

estudo, decorrentes do uso de MMF, sdo necessarios estudos posteriores.
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6 CONCLUSOES

A) O uso de imunossupressores ocasionou reducédo da area tubular total e
altura do epitélio germinativo em ratos. As alteragdes mais significativas foram

observadas nos ratos tratados com TCL, em relacéo aos tratados com MMF.

B) O uso de imunossupressores desencadeou um aumento do indice de
apoptose de células germinativas. A alteragdo mais importante foi encontrada no

grupo de animais tratados com TCL em relagéo aos tratados com MMF.
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ANEXOS

ANEXO 1 — CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(UFPR)

Setor de Ciéncias Biolégicas

] AHHUUT
U F P R Comissao de Etica ?gEL:;S de Animais

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Setor de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal do Parana, instituido pela PORTARIA N°
787/03-BL, de 11 de junho de 2003, com base nas normas para a constituicéo e
funcionamento da CEUA, estabelecidas pela RESOLUGCAO N° 01/03-BL, de 09 de
maio de 2003 e considerando o contido no Regimento Interno da CEUA,
CERTIFICA que os procedimentos utilizando animais no projeto de pesquisa
abaixo especificado, estdo de acordo com os principios éticos estabelecidos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e exigéncias estabelecidas
em “Guide for the Care and Use of Experimental Animals (Canadian Council on
Animal Care)”.

CERTIFICATION

The Ethics Animal Experiment Committee of the Setor de Ciéncias Biologicas of
the Federal University of Parana, established by the DECREE N° 787/03-BL on June 11th
2003, based upon the RESOLUTION N° 01/03-BL from May 9th 2003, and upon the
CEUA internal regiment, CERTIFIES that the procedures using animals in the research
project specified below are in agreement with the ethical principals established by the
Experimental Animal Brazilian Council (COBEA), and with the requirements of the “Guide
for the Care and Use of Experimental Animals (Canadian Council on Animal Care)”.

PROCESSO: 23075.049881/2013-11 APROVADO: 19/12/2013 - R.O. 11/2013
TITULO: Avaliagdo da espermatogénese em ratos submetidos a imunossupressao

AUTORES: Rogerio de Fraga, Marcelo Alves Aranha
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ANEXO 2 — TECNICA DE COLORAGAO HEMATOXILINA EOSINA (H.E.)

A técnica se processa através dos seguintes passos:
. Desparafinar em xilol durante 10 min.
. Hidratar em alcool.
. Imerséo em alcool absoluto.
. Imersédo em alcool absoluto.

. Imersdo em alcool 95%.

1

2

3

4

5

6. Imersao em alcool 95%.
7. Lavar a lamina em agua corrente durante 3 min. mais ou menos.
8. Corar pela hematoxilina (corante basico) durante 5 min.

9. Lavar a lamina em agua corrente durante 5 min. mais ou menos.
1

0. Corar, pela eosina (corante acido) durante 30 segundos.

59



60

APENDICE 1 — COMPARACAO DAS MEDIAS DOS GRUPOS — TESTE POST HOC

DE

TUKEY

Tabela 1 — Média de peso dos ratos de acordo com os grupos

GRUPO GRUPO p
CONTROLE SHAM 0,0505
MICOFENOLATO 0,0016
TACROLIMUS 0,0599
SHAM CONTROLE 0,0505
MICOFENOLATO 0,0329
TACROLIMUS 0,9190
MICOFENOLATO CONTROLE 0,0016
SHAM 0,0329
TACROLIMUS 0,0497
TACROLIMUS CONTROLE 0,0599
SHAM 0,9190
MICOFENOLATO 0,0497

Tabela 2 — Média do peso testicular de acordo com os grupos

GRUPO GRUPO p
CONTROLE SHAM 0,234
MICOFENOLATO 0,234
TACROLIMUS 0,06
SHAM CONTROLE 0,234
MICOFENOLATO 0,046
TACROLIMUS 0,005
MICOFENOLATO CONTROLE 0,234
SHAM 0,046
TACROLIMUS 0,905
TACROLIMUS CONTROLE 0,06
SHAM 0,005
MICOFENOLATO 0,905




Tabela 3 — Média de volume do testiculo direito de acordo com os grupos

GRUPO GRUPO p
CONTROLE SHAM 0,994
MICOFENOLATO 0,138
TACROLIMUS 0,001
SHAM CONTROLE 0,994
MICOFENOLATO 0,083
TACROLIMUS 0,001
MICOFENOLATO CONTROLE 0,138
SHAM 0,083
TACROLIMUS 0,272
TACROLIMUS CONTROLE 0,001
SHAM 0,001
MICOFENOLATO 0,272

Tabela 4 — Média de volume do testiculo esquerdo de acordo com os grupos

GRUPO GRUPO p
CONTROLE SHAM 0,518
MICOFENOLATO 0,003
TACROLIMUS 0,000
SHAM CONTROLE 0,518
MICOFENOLATO 0,000
TACROLIMUS 0,000
MICOFENOLATO CONTROLE 0,003
SHAM 0,000
TACROLIMUS 0,661
TACROLIMUS CONTROLE 0,000
SHAM 0,000
MICOFENOLATO 0,661

Tabela 5 — Média da area tubular de acordo com os grupos

GRUPO GRUPO P
CONTROLE SHAM 0,0193
MICOFENOLATO 0,0000
TACROLIMUS 0,0000
SHAM CONTROLE 0,0193
MICOFENOLATO 0,0000
TACROLIMUS 0,0000
MICOFENOLATO CONTROLE 0,0000
SHAM 0,0000
TACROLIMUS 0,0000
TACROLIMUS CONTROLE 0,0000
SHAM 0,0000
MICOFENOLATO 0,0000
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Tabela 6 — Média de altura do epitélio germinativo de acordo com os grupos

GRUPO GRUPO p
CONTROLE SHAM 0,9616
MICOFENOLATO 0,0031
TACROLIMUS 0,0000
SHAM CONTROLE 0,9616
MICOFENOLATO 0,0026
TACROLIMUS 0,0000
MICOFENOLATO CONTROLE 0,0031
SHAM 0,0026
TACROLIMUS 0,0000
TACROLIMUS CONTROLE 0,0031
SHAM 0,0000
MICOFENOLATO 0,0000

Tabela 7 — Média de apoptose celular (em%) de acordo com os grupos

GRUPO GRUPO p
CONTROLE SHAM 0,0000
MICOFENOLATO 0,0055
TACROLIMUS 0,0000
SHAM CONTROLE 0,0000
MICOFENOLATO 0,0000
TACROLIMUS 0,0000
MICOFENOLATO CONTROLE 0,0055
SHAM 0,0000
TACROLIMUS 0,0080
TACROLIMUS CONTROLE 0,0000
SHAM 0,0000
MICOFENOLATO 0,0080
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