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RESUMO

Drogas imunossupressoras sdo indispensaveis para pacientes pos-transplante,
diminuindo, significativamente, os riscos de rejeicdo inerentes a este tipo de
procedimento. No entanto, seus efeitos colaterais sobre os nudcleos hipotalamicos
envolvidos na regulacédo da ingestdo de alimentos e o efeito no excessivo ganho de
peso e suas comorbidades associadas sado desconhecidos. Neste sentido, esta
pesquisa teve como objetivo desenvolver a analise estereoldgica dos nucleos
hipotalamicos relacionados com a ingestao de alimentos em ratos Wistar submetidos
ao tratamento com os imunossupressores tacrolimus (TAC) ou micofenolato mofetil
(MMF), comparar a densidade neuronal e numero total de neurénios hipotalamicos
entre ratos Wistar tratados com imunossupressores e com isso observar possiveis
alteracdes nos nucleos hipotalamicos paraventricular, area hipotalamica lateral,
dorsomedial, ventromedial e arqueado. O estudo experimental foi realizado em ratos
Wistar machos submetidos ao tratamento das drogas imunossupressoras TAC e
MMF, via oral, durante o periodo de 14 semanas. Os animais foram randomicamente
categorizados em quatro grupos: Controle (sem administracdo da droga); Sham
(administracdo de soro fisiologico (SF) 0,9%, via gavagem); Tacrolimus
(administracao de 1mg/kg ao dia de tacrolimus diluidos em SF 0,9%, via gavagem) e
Micofenolato (administracdo de 30mg/kg ao dia de micofenolato mofetil diluidos em
SF 0,9%, via gavagem). Apés o periodo de tratamento imunossupressor, 0s animais
foram eutanasiados e seus encéfalos fixados para posterior confeccdo de laminas
histoldgicas utilizando a coloragdo de Nissl. Essas laminas foram fotodocumentadas
e as imagens obtidas receberam “mascaras” delimitantes para posterior implantagao
do dissector fisico para quantificacdo e andlise estereoldgica dos corpos celulares
dos neurdnios hipotalamicos. Nao houve diferencas significativas nas densidades
neuronais e nos numeros de neurdnios hipotalamicos dos nucleos paraventricular,
area hipotalamica lateral, dorsomedial, ventromedial e arqueado entre 0s grupos
Controle, Sham, Tacrolimus e Micofenolato. Neste estudo, o tratamento de animais
com imunossupressores TAC e MMF por 14 semanas nao induziu alteragcdes no
namero dos corpos celulares dos neurbnios hipotalamicos e ndo evidenciaram
efeitos neurotéxicos dos imunossupressores TAC e MMF. Estudos complementares
serdo necessarios para elucidar a atuacdo dos imunossopressores TAC e MMF no
hipotalamo.

Palavras Chave: Transplante. Obesidade. Imunossupressores. Tacrolimus. Acido
Micofenolico. Hipotalamo. Ratos Wistar. Amostragem Aleatoria e
Sistemética.



ABSTRACT

Immunosuppressive drugs are indispensable to post-transplant patients for
significantly reducing the inherent risks of graft rejection related to the procedure.
However, the side effects on the hypothalamic nuclei responsible for regulation of
food intake and the effect on excessive weight gain and the related complications are
unknown. Therefore, this research aimed to perform stereological analysis of the
hypothalamic nuclei related to food intake in Wistar rats submitted to
immunosupressive treatment with tacrolimus (TAC) or mycophenolate mofetil (MMF)
in order to compare neuronal density and total number of neurons in the
hypothalamic paraventricular, lateral hypothalamic area, dorsomedial, ventromedial
and arched. The experimental study was performed in male Wistar rats submitted to
immunosuppressive treatment with TAC or MMF, orally, during a 14-week period.
The animals were randomly categorized into four groups: Control (no drug
administration); Sham (0.9% saline solution administration, by gavage); Tacrolimus
(administration of 1mg/kg/day of tacrolimus diluted in 0.9% saline solution by gavage)
and Mycophenolate (administration of 30mg/kg/day of mycophenolate mofetil diluted
in 0.9% saline solution by gavage). After the immunosuppressive treatment, animals
were euthanized and their brains fixed for subsequent histological slides using Nissl
staining. These slides were photodocumented and the images obtained received
delimiting "masks" for later implantation of the physical dissector to quantify and
stereologically analyze the cellular bodies of the hypothalamic neurons. There were
no significant differences in neuronal densities and numbers of hypothalamic neurons
of the paraventricular nuclei, lateral hypothalamic area, dorsomedial, ventromedial
and arched between the Control, Sham, Tacrolimus and Mycophenolate groups. In
this study, the experimental treatment with immunosuppressive CT or MMF for 14
weeks did not induce changes in the number of cell bodies of hypothalamic neurons
and did not show neurotoxic effects of the used immunosuppressant agents.
Additional studies will be needed to elucidate the performance of the
immunosuppressants CT and MMF in the hypothalamus.

Keywords: Transplantation. Obesity. Immunossupressive Agents. Tacrolimus.
Mycophenolic Acid. Hypothalamus. Rats, Wistar. Random and Systematic Sampling.
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1 INTRODUCAO

No ano de 2015, o Brasil aparece em segundo lugar (mundialmente) no
namero absoluto de transplantes realizados (renal e hepatico) totalizando 7453
transplantes. Destes, 5648 foram de rim e 1805 de figado (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE TRANSPLANTE DE ORGAOS (ABTO), 2017).

Nas Ultimas décadas, as taxas de sobrevida poOs-transplante hepatico
aumentaram para 85% em cinco anos e para 56% apdés 20 anos, devido,
principalmente, aos avanc¢os das técnicas cirurgicas, do manejo imunoldgico e dos
cuidados pré e pos-operatorios (BRAUN et al.,, 2009). Entretanto, o0 aumento da
sobrevida de pacientes submetidos ao transplante hepatico veio acompanhado do
aumento na prevaléncia de doencas cronicas, geralmente superior as prevaléncias
encontradas na populacdo geral. Nesse ambito, destaca-se o ganho de peso
excessivo experimentado por esses pacientes gerando o sobrepeso e a obesidade.
Ha relato sobre a incidéncia de obesidade em 40% dessa populacdo ja no primeiro
ano pos-transplante e, apds trés anos da operacdo, cerca de 70% dos pacientes
apresenta excesso de peso corporal (RICHARDS et al., 2005).

A obesidade é uma consequéncia comum poés-transplante hepatico e renal.
Com poucas excecles, pacientes que sdo obesos pré-transplante, permanecem
acima do peso, enquanto aproximadamente um terco dos pacientes com peso
normal tornam-se obesos poés-transplante. Esse excesso de peso predispde a
doencgas osteoarticulares, sindrome metabdlica, incluindo doenca cardiovascular,
diabetes, doencga renal e dislipidemia (WATT; CHARLTON, 2010).

O uso de medicamentos imunossupressores como fator de risco para o
excesso de peso pos-transplante hepatico ainda é controversa. Alguns trabalhos
encontraram a associa¢cdo com uso de ciclosporina (CSA) e esteroides e 0 ganho de
peso ou 0 excesso de peso, mas nem todos (ANASTACIO et al., 2013).

Estudos com animais experimentais sobre os mecanismos que levam a perda
do controle homeostatico do balanco energético apdés o uso de imunossupressores
sdo escassos. Em humanos existem indicios da relacdo entre obesidade e
tratamento com imunossupressores poés-transplante (ANASTACIO et al.,, 2013).
Nesse sentido, supostamente, alteracBes hipotalamicas ocorrem como efeito

colateral do tratamento e com isso o0 ganho de peso e a obesidade.



11

IntervencBes capazes de frear ou limitar o comprometimento do hipotalamo
podem se tornar importantes estratégias para a prevencdo da obesidade no
tratamento com imunossupressores pos-transplante. Assim, a identificacdo de
alteracdes morfolégicas nos nucleos hipotalamicos envolvidos na regulacdo da
ingestdo de alimentos e do metabolismo energético podem contribuir com a
elucidacdo dos mecanismos que favorecem o ganho de peso pelo uso de

medicacfes imunossupressoras.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral:

Analisar, por meio de parametros estereoldgicos, as possiveis alteracfes de
ndcleos hipotalamicos envolvidos com a regulacdo da ingestdo alimentar em ratos
Wistar submetidos ao tratamento com os imunossupressores tacrolimus (TAC) e

micofenolato mofetil (MMF).

1.1.2 Objetivos Especificos:

a) comparar a densidade neuronal e numero total de neurbnios dos
ndcleos hipotalamicos: paraventricular (PA), area hipotalamica lateral
(LH), dorsomedial (DM), ventromedial (VM) e arqueado (ARC) entre
ratos Wistar tratados com os imunossupressores, TAC e MMF;

b) observar outras possiveis alteracbes morfolégicas nos nucleos
hipotalamicos;

c) analisar os efeitos neurotéxicos do TAC e MMF nas estruturas do

hipotalamo de ratos Wistar.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 OBESIDADE

A obesidade é definida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como o
acumulo excessivo ou anormal de gordura, que pode resultar em dano a saude do
individuo e € considerada um dos principais problemas de Saude Publica da
atualidade.

A Organizagdo Mundial da Saude estimou que em 2014, 1,9 bilhdes de
pessoas se enquadravam com sobrepeso e mais de 600 milhdes de pessoas
atendiam os critérios de obesidade (TRAN et al., 2016).

Véarios métodos sdo utilizados para se dimensionar o grau de obesidade de
um individuo, como a bioimpedancia, densitometria por emissao de raios X de dupla
energia (DXA), as tabelas de massa e estatura, a medida da circunferéncia
abdominal e o indice de massa corporal (IMC). Dentre esses, 0 mais pratico e
frequente parametro utilizado € o do IMC, que se calcula tomando-se como base a
massa corporal em quilos, dividido pela estatura, em metros quadrados (kg/m?).
Utilizando esse critério, individuos com IMC = 30 s&o considerados obesos
(NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2017). A classificacdo de peso, de acordo
com o IMC, esta apresentada no QUADRO 1.

QUADRO 1 — VARIACOES DO PESO CLASSIFICADOS PELO iNDICE DE MASSA

CORPORAL
CLASSIFICACAO IMC
ABAIXO DO PESO < 18,5 kg/m”
PESO NORMAL 18,5 a 24,9 kg/m?
SOBREPESO 25 a 29,9 kg/m”
OBESIDADE 30 a 39,9 kg/m?
OBESIDADE EXTREMA > 40 kg/m”

FONTE: Natior)al Institutes Of Health, 2017.
NOTA: IMC - Indice De Massa Corporal

Desde 1960, a porcentagem de adultos acima de 20 anos, cujo peso
corporal ultrapassa o nivel do peso considerado como adequado, aumentou de
54,9% em 1960 para 74% em 1994 (MOKDAD et al., 2001). No biénio 2013-2014, a

prevaléncia de obesidade foi de 35,2% entre os homens e 40,5% entre as mulheres
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nos Estados Unidos (FLEGAL et al., 2016). Nos Estados Unidos, dois tercos dos
adultos estdo classificados nas categorias sobrepeso ou obeso (SPIEKER,;
PYZOCHA, 2016).

Em paises europeus, a prevaléncia da obesidade em adultos cuja idade
oscila entre 40 a 60 anos, varia de 15 a 44% em mulheres e de 10 a 18%, em
homens. Em paises orientais, a frequéncia da obesidade diminui consideravelmente,
indicando taxas de 3% da populacdo da China e do Jap&o, mas, por outro lado, ha
relatos de 41 a 70%, na Australia e Nova Zelandia (STEVENS; TRUESDALE, 2003).
Ja em toda a América Latina e Caribe, a obesidade e o sobrepeso vem aumentando,
com um impacto maior nas mulheres e uma tendéncia de crescimento nas criangas.
De modo geral, o excesso de peso atinge aproximadamente 58% da populacdo da
América Latina e Caribe, isso corresponde a 360 milhdes de pessoas. Com excecéo
de Haiti (38,5%), Paraguai (48,5%) e Nicaragua (49,4%), todos os paises
encontrados nessas regides apresentam mais da metade da sua populagdo com
sobrepeso (ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS PARA ALIMENTACAO E
AGRICULTURA (FAO) E A ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE (OPAS),
2017).

Outro importante registro destaca o aumento de obesidade em criangcas. Em
2014, quase metade (48%) de todas as criangcas com sobrepeso e obesas com
idade inferior a cinco anos vivia na Asia e um quarto (25%) na Africa. O nimero de
pessoas nessa faixa etaria com excesso de peso na Africa quase duplicou desde
1990 (de 5.4 a 10.3 milhdes). No Brasil, 0 nUmero de adolescentes obesos triplicou
no periodo entre 1975 e 1997 (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE (OMS),
2016).

Em razdo do consideravel acometimento de comorbidades, estima-se que
anualmente, nos Estados Unidos, 280.000 Obitos estejam relacionados a obesidade,
constituindo essa enfermidade a segunda maior causa de morte prevenivel,
perdendo em numero, somente para 0s riscos associados ao tabagismo (ALLISON
et al., 1996). Aléem do aumento de comorbidades, a obesidade associa-se a
discriminacéo e a estigmatizacao social.

Em meados da década de 1990, o custo anual americano com obesidade foi
de aproximadamente 100 bilhdes de dolares (ALLISON et al., 1996; WOLF;
COLDITZ, 1998). Anualmente, as comorbidades associadas as pessoas obesas e

com excesso de peso, nos Estados Unidos, geram despesas médicas diretas
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estimadas em de US$ 209.7 bilhdes, além dos gastos indiretos relacionados, que
chegam a ordem de US$ 66 bilh6es. Somente o valor com despesas diretas ja
representa 20% do valor total destinado a saude anualmente (SPIEKER; PYZOCHA,
2016). Além desse custo elevado, o fator econémico produtivo de pacientes obesos
tem recebido destaque na literatura atual. Para pessoas com 20 a 30 anos de idade
e com IMC > 45, a probabilidade de anos de vida perdida € de 13 anos para homens
e de 8 anos para mulheres. Assim, para homens, tal condicdo representa 22% de
reducdo na expectativa de vida, e, por extensao, profundo efeito negativo sobre a
vida produtiva do individuo, situacdo que desencadeia, por sua vez, importante e
comprometedor impacto socioecondmico (MANSON; BASSUK, 2003).

Existem mais de quarenta comorbidades associadas a obesidade e que
podem ser didaticamente classificadas em cinco categorias: anatémicas,
metabdlicas, degenerativas, neoplasicas e psicolégicas (KAPLAN, 2003). Importante
salientar que muitas comorbidades, exacerbam a obesidade, como por exemplo,
pacientes com artrite que em consequéncia da imobilidade, sdo propensos a ficarem
mais obesos, desencadeando, assim, um circulo vicioso (MANSON; BASSUK,
2003).

Um aumento em 20% do peso, acima do peso corporal ideal, diminui a
expectativa de vida em aproximadamente 20% (FONTAINE et al., 2003). Esse fato
deve-se as comorbidades, atualmente definidas como sindrome metabdlica (que sao
o conjunto de fatores associados a morbidade e mortalidade em longo prazo
(PERITO; LUSTIG; ROSENTHAL, 2016)).

Outro fator importante, € que o custo no tratamento destas comorbidades
tem aumentado mundialmente, além dos custos socioecondmicos e psicolégicos no
tratamento desses pacientes (SPIEKER; PYZOCHA, 2016).

2.2 REGULACAO DA INGESTAO ALIMENTAR

Desde 1940, vem sendo demonstrado que o hipotdlamo atua como o
principal centro regulador da ingestdo alimentar. Esse processo envolve complexa
interac@o entre hormonios, neuropeptideos, monoaminas e neurotransmissores, que
agem em diversas regides do hipotalamo, denominadas nucleos hipotalamicos
(COSTENTIN, 2004) (FIGURA 1).
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A ingestdo alimentar e o gasto de energia sdo controlados por sistemas
neurais complexos e redundantes, verdadeiros sistemas integradores, recebendo
sinais aferentes desde o sistema digestério passando pelo tecido adiposo e
chegando as estruturas centrais. Tem havido muito progresso na identificacdo do
papel do hipotalamo e do tronco encefalico nos varios mecanismos hormonais e
neurais pelos quais o cérebro é informado sobre a disponibilidade dos nutrientes
ingeridos e estocados (DAMIANI; DAMIANI; MENEZES FILHO, 2010). Sabe-se que
dietas com alto teor de gordura diminuem a densidade celular neuronal e aumentam
o volume do hipotalamo (NAMAVAR et al., 2012).

FIGURA 1 — HIPOTALAMO E LOCALIZACAO DOS NUCLEOS MEDIAIS (EM AMARELO) E DO
NUCLEO LATERAL (EM VERMELHO).

FONTE: Figura modificada de Gray, H; Carter, H. (2011).
LEGENDA - PA: Ndcleo Paraventricular

HL: Area Hipotalamica Lateral

DM: Nucleo Dorsomedial

VM: Nicleo Ventromedial

ARC: Ndcleo Arqueado

Tais regibes interagem anatomica e funcionalmente entre si, recebendo
estimulos aferentes da periferia e modulando respostas eferentes, que por fim,
induzem ao aumento ou a diminuigcdo da ingestdo alimentar. Dentre as areas e
nacleos hipotaldmicos relacionados com a ingestdo alimentar, destacam-se 0s
nacleos: Paraventricular (PA), Area Hipotalamica Lateral (LH), Dorsomedial (DM),
Ventromedial (VM) e Arqueado (ARC) (SCHWARTZ et al., 2000). Esses nucleos
recebem sinais diretamente de horménios, como a grelina gastrica, o neuropeptideo
Y (NPY), o peptideo YY, o hormbénio a-MSH, a insulina, a leptina, além de

receberem sinais de orgaos periféricos por meio de fibras vagais aferentes que
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atingem a regido ventrolateral da medula e, posteriormente, atingem o hipotalamo,

modulando assim a ingestéao alimentar (QUADRO 2).

QUADRO 2 — SINALIZADORES DE APETITE

SINALIZADOR PRODUZIDO ACAO
Grelina Estdbmago e hipotalamo Orexigena
Insulina Pancreas Anorexigena
Anandamida e 2AG Intestinal e cerebral Orexigena
Leptina Adipécitos e Estdmago Anorexigena
CCK Intestino Anorexigena
PYY (3-36) ileo e Colon Anorexigena
Opiéides (Endorfinas) Cérebro e tronco encefélico Orexigena
NPY Hipotalamo Orexigena
AgRP Hipotalamo Orexigena
CART Hipotalamo Anorexigena
POMC Hipotalamo Anorexigena
MSH Hipotalamo Anorexigena
GLP-1 ileo, Célon e Reto Anorexigena
Oxintomodulina Final do jejuno e ileo Anorexigena
PYY (1-36) ileo e Colon Orexigena
Glicossensores portais | Veia porta Anorexigena
amilina Pancreas Anorexigena
Adiponectina Adipdcito Anorexigena

Resistina

Células mononucleares, adipéscitos, Pancreas

Orexigena

Enterostatina Intestino Anorexigena
Bombesina e GIP Estdbmago Anorexigena
Glucagon Pancreas Anorexigena
Polipeptideo P (PP) Pancreas Anorexigena
mTOR Hipotalamo Anorexigena
AMPK Hipotalamo Orexigena

FONTE: (DAMIANI D.; DAMIANI D., 2011).

Outro fator relevante trata-se do hipotalamo possuir conexdes com o sistema
nervoso autdbnomo simpatico e parassimpatico, controlando a atividade de diversos
orgdos, como pancreas, suprarrenal e figado (INUI; MEGUID, 2003).

Foi estabelecido que a lesdo do hipotdlamo ventromedial provoca hiperfagia
e obesidade, e a lesdo do hipotalamo lateral causa afagia e até mesmo a morte por
inanicdo (NAMAVAR et al., 2012).

A respeito das regides hipotalamicas e de hormdnios que regulam a ingestao
alimentar, o nucleo arqueado, o neuropeptideo Y e o horménio a-MSH séo os mais
estudados (SCHWARTZ et al., 2000).

Além dos neuropeptideos, o sistema monoaminérgico também participa da
regulacao da ingestéo alimentar, constituindo o principio ativo da grande maioria das

drogas contra a obesidade. Dentre as monoaminas, a serotonina inibe o apetite.
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Além disso, a inoculagdo de agentes serotoninérgicos no hipotalamo resulta na
diminuicdo da ingestdo de alimentos, assim como a utilizagdo de antagonistas
conduz a efeito oposto (LAVIANO; MEGUID; ROSSI-FANELLI, 2003). Dentre os
receptores serotoninérgicos, o receptor 1B, quando estimulado, induz a diminuicéao
da ingestdo alimentar, e grupos neuronais que expressam esses receptores
localizam-se na area hipotalamica lateral e nos nucleos paraventricular, ventromedial
e dorsomedial (MAKARENKO; MEGUID; UGRUMOV, 2002). Somando-se a esses
trabalhos sobre a bioquimica que envolve os nudcleos hipotalamicos, os dados de
estudos quantitativos estereoldgicos pos-mortem do cérebro tem aumentado
significativamente nosso conhecimento sobre o papel do sistema nervoso central na
regulacdo da ingestao de alimentos (WALLOE; PAKKENBERG; FABRICIUS, 2014).

2.3 TRANSPLANTE E OBESIDADE

O transplante hepatico € o padrdo de tratamento para varias doencas
hepaticas em estagio terminal e insuficiéncia hepatica aguda (HARA et al., 2015). Os
avancos de técnica cirlrgica e de drogas imunossupressoras tém aumentado a
sobrevida desses pacientes. A prevaléncia de complicagcdes cardiovasculares vem
sendo a maior causa de mortalidade tardia de pacientes transplantados, tanto para
rim quanto para figado. Em transplantados de figado é a causa mais comum de
mortalidade tardia de causa ndo hepatica, com variacdo de 19% a 42%. A sindrome
metabdlica e seus componentes, incluindo obesidade, hipertenséo, dislipidemia e
diabetes mellitus, contribuem para tais eventos cardiovasculares e
cerebrovasculares, bem como doenca renal apdés o transplante. A sindrome
metabdlica é exacerbada por varios fatores, dentre o0s quais se destacam
imunossupressao, dieta inapropriada, tabagismo e vida sedentaria, aumentando
significativamente o risco de aterosclerose (OLIVEIRA; STEFANO; ALVARES-DA-
SILVA, 2013; HARA et al., 2015).

A incidéncia dos sinais e sintomas de sindrome metabdlica aumenta no
periodo pos-transplante hepatico. A incidéncia prévia de diabetes € de
aproximadamente 15% e atinge 30 a 40% pdés-transplante, enquanto a incidéncia de
hipertensdo arterial sobe de aproximadamente 15% para 60 a 70% apds o
procedimento. Hiperlipidemia, que € incomum antes do transplante, possui

incidéncia de aproximadamente 50 a 70% apos o procedimento. Com esses dados,
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a incidéncia de sindrome metabdlica pos-transplante hepético € de
aproximadamente 44 a 58%, seis meses apoés o transplante (LARYEA et al., 2007,
PFITZMANN et al., 2008; WATT et al., 2008).

As medicac¢0des utilizadas pos-transplante podem ter impacto na resisténcia a
insulina. Corticosteroides induzem a resisténcia insulinica de forma dose-
dependente, diminuindo a producdo de insulina pelas células beta, aumentando a
gliconeogénese e diminuindo a utilizacdo periférica de glicose. Os inibidores da
calcineurina, como o TAC e a ciclosporina (CSA), podem diminuir a sintese e
secrecdo de insulina pelas células beta e/ou induzir a resisténcia com
hiperinsulinemia (SCHACKE; DOCKE; ASADULLAH, 2002).

2.4 IMUNOSSUPRESSORES

Para Anastacio et al. (2013) a utilizacdo de medicamentos imunossupressores
como fator de risco para 0 excesso de peso pés-transplante ainda é controverso.

O objetivo da imunossupressao nos transplantes € de induzir a tolerancia ao
enxerto, mantendo a capacidade do sistema imune de neutralizar microrganismos
patogénicos. O grande avan¢o da terapia imunossupressora ocorreu no inicio da
década de 80, quando a CSA foi incorporada aos regimes de imunossupressao ja
existentes, os quais eram baseados principalmente no uso da prednisona e
azatioprina.

No inicio dos anos 90, a incorporacdo do TAC impulsionou ainda mais o
arsenal de drogas utilizadas para o controle da rejeicdo pOs-transplante. Dentre os
imunossupressores, destacam-se o corticoide, TAC, CSA, MMF e a rapamicina.

Em relacdo ao transplante renal, a evolucdo no arsenal de drogas tem
proporcionado a utilizacdo de distintos esquemas de imunossupressao, viabilizando
0 uso racional das drogas, reducéo dos efeitos colaterais e otimizacéo de resultados.
Estes esquemas atualmente consistem em uma associagdo de um inibidor da
calcineurina (CNI), associado a um agente antiproliferativo e um corticoide
(KALLURI; HARDINGER, 2012).

O TAC e o MMF ocupam papel de destaque na terapia pos-transplante, sendo
amplamente utilizados como agentes centrais nos esquemas de imunossupressao
(HALLORAN, 2004).
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2.4.1 Tacrolimus (TAC)

O TAC (FK 506 - Prograf®) foi introduzido no transplante hepatico por Starzl
em 1989, tendo sido utilizado primariamente como terapia de resgate em pacientes
com rejeicao resistente a CSA. TAC é produzido a partir de um fungo (Streptomyces
tsukubaenses), fazendo parte da familia dos macrolideos e com poder de acéo
aproximadamente 100 vezes maior que a CSA, sendo também um inibidor da
calcineurina. Apesar de quimicamente diferentes, CSA e TAC possuem mecanismos
de acdo similares, inibindo o gene responsavel pela transcricdo da interleucina 2.
TAC nédo é dependente dos sais biliares para sua absorcdo. A absorcdo de TAC
ocorre principalmente no duodeno e secundariamente no restante do intestino
delgado e célon, metabolizado pelo figado, no sistema microssomal P450 (CHAN;
GARNEAU; HAJJAR, 2015). Niveis sanguineos devem ser cuidadosamente
verificados, pois podem estar elevados em pacientes com funcdo pobre do enxerto.

A nefrotoxicidade, assim como na CSA, é o grande fator limitante de seu
emprego. Ensaios clinicos recentes e meta-analises revelaram que o TAC teve
melhor desempenho em relagdo a CSA ap06s transplante renal, diminuindo a rejeicao
aguda do enxerto, falhas no tratamento e aumentando a sobrevivéncia em longo
prazo do enxerto. Além disso, a incidéncia de hipertenséo, hiperlipidemia, hiperplasia
gengival e hirsutismo foi menor com TAC (MOK et al., 2016).

Efeitos colaterais gastrintestinais como nausea, diarréia e anorexia sao
comuns no inicio do tratamento. Pode gerar hipertenséo arterial, porém, em menor
grau e de mais facil controle, quando comparado a CSA. Possui efeitos toxicos para
0 sistema nervoso central similares aos da CSA, sendo que a alteracdo neurolégica
relacionada ao TAC foi apresentada pela primeira vez como leucoencefalopatia em
1996 (HINCHEY et al., 1996) , com melhora apés a diminuicdo da dose ou
substituicdo da droga. Ha4 também, relato de caso onde a droga possa ter causado
complicagbes neuroldgicas apds ter sido administrada em criangca com rim
transplantado (KWUN, 2011).

2.4.2. Micofenolato Mofetil (MMF)

O MMF (Cellcept®) e o micofenolato soédico (MFS)(Myfortic®) sé&o

antimetabolicos mais seletivos, derivados semi-sintéticos do acido micofendlico, que
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possui acdo final de inibir a sintese de purinas. E um potente inibidor da
inosinamonofosfatodesidrogenase, bloqueando a formacdo de guanosina e
impedindo assim a replicacdo de DNA nos linfocitos B e T. O MMF foi introduzido no
mercado, apos alguns estudos terem demonstrado que ele € mais efetivo na
prevencdo de episddios de rejeicdo do que a azatioprina. Dentre os efeitos
colaterais, destacam-se diarreia, nausea, vomito, dispepsia e mielossupressao. A
formulacdo do Myfortic® consiste de comprimidos revestidos gastro-resistentes,
contendo MMF sadico, desenvolvidos para ajudar a proteger o trato gastrintestinal
superior (CHAN; GARNEAU; HAJJAR, 2015), contra os efeitos colaterais do &cido

micofendlico.

2.5 ESTEREOLOGIA

A estereologia é definida na ciéncia como "a interpretacdo espacial das
sec¢des". E um campo interdisciplinar que se preocupa em grande parte com a
interpretacdo tridimensional de seccbes planas (2D) de materiais ou tecidos.
Proporciona técnicas praticas para extrair informacédo quantitativa sobre um material
tridimensional a partir de medi¢des feitas em seccbes planas bidimensionais do
material. A estereologia € um método que utiliza amostragem aleatdria e sisteméatica
para fornecer dados imparciais e quantitativos. E uma ferramenta importante e
eficiente em muitas aplicacbes da microscopia (como Petrografia, ciéncia de
materiais e biociéncias, incluindo histologia, ossos e Neuroanatomia.

Além das informacbes das sec¢Bes planas bidimensionais, a estereologia é
especialmente util quando a amostra tem uma dimensédo espacial inferior a do
material original. Portanto, a estereologia é freqientemente definida como a ciéncia
de estimar informacdes dimensionais superiores a partir de amostras de dimensdes
menores (INTERNATIONAL SOCIETY FOR STEREOLOGY, 2017).

Ela é baseada em principios fundamentais da geometria, como por exemplo,
o principio de Cavalieri, estatisticas (principalmente inferéncia de amostragem). A
etimologia da palavra deriva do grego stereos (solido) e logia (estudo) e seu
emprego vem desde meados do século XIX, quando em 1843 Achille Ernest
Delesse, um gedlogo e mineralogista francés, descreveu um método para estimar o
volume de determinado mineral em uma rocha baseado em uma amostra da rocha

(principio de Delesse). Somente a partir da metade do século XX que esta ciéncia
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passou a ser amplamente utilizada na area médica, e a partir dos anos 80 novos
estudos aperfeicoaram os métodos de amostragem, reduzindo as tendenciosidades
e tornando suas técnicas mais consistentes (MANDARIM-DE-LACERDA, 2000).
Mandarim-de-Lacerda (2000) cita a estereologia como sendo uma ciéncia
baseada em algumas premissas: além dos principios j& mencionados (Delesse e
Cavalieri), o Efeito Holmes, onde a espessura da amostra deve ser fina suficiente
para nao superestimar o numero de elementos na seccdo, também deve ser

considerado.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Para o estudo, foram utilizados 24 ratos Wistar machos (Rattus novergicus
albinus, Ordem Rodentia, Classe Mammalia) com 70 dias de idade, e peso entre 300
e 350 gramas, fornecidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas apos
aprovacédo concedida pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Setor
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana (ANEXO). Estes animais
permaneceram durante todo o periodo em que se desenvolveu a pesquisa, alojados
em gaiolas apropriadas (em grupos contendo no maximo 5 animais) em ambiente,
com ciclos diurno/noturno de 12 horas, temperatura ambiente de 26 + 1°C, umidade
de 45% e com agua e racao para ratos ad lib. Apés periodo de aclimatacao, os ratos
foram aleatoriamente divididos em quatro grupos de 6 animais com as seguintes

denominacoes:

e Grupo Controle — Sem administracdo de medicacao.

e Grupo Sham — Administracdo com o placebo de dose diaria de SF 0,9% via
gavagem.

e Grupo Tacrolimus - Administracdo de uma dose diaria de TAC (1mg/kg peso)
diluido em SF 0,9%, via gavagem.

e Grupo Micofenolato — Administracdo de uma dose diaria de MMF (30 mg/kg

peso) diluido em SF 0,9%, via gavagem.

Cada grupo de animais cumpriu o delineamento experimental apresentado na
FIGURA 2.
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FIGURA 2 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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FONTE: O Autor (2016).
3.2 ADMINISTRACAO DE DROGAS IMUNOSSUPRESSORAS

Os medicamentos TAC e MMF foram diluidos em SF 0,9% imediatamente
antes de sua utilizacdo. Para fins de padronizacdo, as diluicbes foram realizadas
seguindo sempre o mesmo protocolo: 9mg de TAC diluidos em 7 ml de SF 0,9%,
perfazendo 1,28mg/ml; 500mg de MMF (1 comprimido) diluidos em 30 ml de SF
0,9%, perfazendo 16,7 mg/ml. Apoés a diluicdo, o volume oferecido aos animais era
semelhante entre os grupos, bem como no grupo Sham, ndo ultrapassando 0,7ml,
com o intuito de reduzir a possibilidade de refluxo do material instilado. As doses
utilizadas foram de 1mg/kg de TAC e 30mg/kg de MMF-.

Os medicamentos e/ou placebo foram administrados via gavagem. Para
realizar esta tarefa, os animais foram imobilizados, por meio de contencdo manual,
baseada numa compreenséao firme da caixa toracica com finalidade de restringir os
movimentos e garantindo assim que 0S mesmos permanecessem imobilizados
durante o procedimento. A sonda de gavagem, acoplada a uma seringa de 1 ml foi
introduzida na cavidade oral, passando pelo esbéfago para chegar ao estdmago.

Ap6és verificar a passagem da sonda no trato digestivo, a solugéo era delicadamente
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injetada, evitando desta forma, o refluxo da mesma e um possivel desconforto ao
animal.

Os animais foram acompanhados por um periodo de 14 semanas. Durante
este tempo, tiveram o0 peso monitorado semanalmente para possiveis ajustes da
medica¢do. Durante todo o periodo de estudo, os animais receberam identificacfes
individuais em sua cauda, possibilitando a adaptacédo da dose adequada para cada
animal ao longo do tempo.

Ao final deste periodo, os animais foram mortos e submetidos ao

procedimento de retirada do encéfalo para andlise.

3.3 COLETA DO MATERIAL PARA ANALISE ESTEREOLOGICA

Para a realizagdo do procedimento cirdrgico os animais foram anestesiados
com uma associagao de xilazina (5mg/kg) e cetamina (100mg/Kg) intraperitoneal.

ApoOs a anestesia, foi realizada coleta sanguinea e com isso diminuicdo
drastica da volemia do animal seguida de decapitacdo por meio de guilhotina manual
para, posteriormente, executar a trepanacdo e remocao dos encéfalos utilizando
bisturi, tesoura curva, espéatula metélica e tesoura de ponta fina. Em seguida, estes
foram fixados em solucdo de Alfac (formaldeido (37- 40%), acido acético glacial e
alcool etilico 80°) durante um periodo de 16 horas e realocados em recipientes
contendo alcool 70° onde permaneceram até 0 momento da emblocagem em resina

Paraplast®.

3.4 MICROTOMIA E COLORACAO

Foram realizados cortes aleatorios e uniformemente isotropicos (AUI) dos
encéfalos, utilizando o micrétomo Gebrauchshinweise fur Minot-Mikrotom, modelo
1212 da empresa E. Leitz Wetzlar para obtencao dos 7um de espessura.

Os blocos contendo os encéfalos foram corretamente posicionados e
alinhados a navalha para que fosse iniciado o processo de corte. Pela sucessiva
obtencdo de cortes e observacdao dos mesmos, foi encontrada a primeira regido do

hipotalamo que viria a ser coletada (FIGURA 3).
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FIGURA 3 — IMAGEM REPRESENTATIVA DA FIGURA 46 DO ATLAS ESTEREOTAXICO DE
COORDENADAS DO ENCEFALO DO RATO.
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FONTE: Figura Modificada de Paxinos G., Watson C. (2005).

Apbs confirmacao de tal area, foi realizado o protocolo descrito na FIGURA
4, que se baseava em descartar os 5 primeiros cortes e obter seis cortes alternados
entre 0os 12 seguintes, onde foram posicionados em ordem na lamina os 6 cortes
alternados, descartando os outros 6 ndo usados para o estudo. Ao final desta coleta,
foram realizados e descartados mais 5 cortes afim de padronizacdo do protocolo,
chegando ao limite da espessura do corte representado pela figura (nesse caso, a
figura 46 apresentava espessura de 0,16mm, equivalente a 22 cortes de 7um, assim
sendo, descartamos os 5 primeiros, 0s 5 ultimos e os 6 alternados nao selecionados
para o estudo estereoldgico. Os 6 cortes selecionados serviram para o estudo dos

nacleos paraventricular e area hipotalamica lateral.
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FIGURA 4 - ESQUEMATIZAGAO DO PROCEDIMENTO PARA OBTENGAO DOS CORTES
RELATIVOS AOS NUCLEOS PA E HL.
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5 descartes+ 12 (6 coletas alternadas) + 5 descartes = 22 cortes

FONTE: Modificada de Paxinos G., Watson C. (2005).

Apos finalizado o procedimento, foi realizada a microtomia, tendo como base

os valores fornecidos pelo guia estereotaxico, entre a figura 47 (obtida ao final dos

cortes da primeira area) até a préxima regido de interesse, a figura 53 do atlas

estereotaxico de coordenadas do encéfalo do rato, localizada a 0,68mm de distancia

da area anteriormente mencionada. Nesta area (53) foram descartados os 3

primeiros cortes, selecionados para estudo os 6 cortes alternados dos préximos 12

cortes e finalizado o procedimento com mais 2 cortes que foram descartados

(FIGURA 5). Os 6 cortes selecionados nesta &rea serviram para o estudo

estereoldgico dos nucleos DM, VM e ARC.

FIGURA 5 - ESQUEMATIZAC}AO’ DO PROCEDIMENTO PARA OBTENGCAO DOS CORTES
RELATIVOS AOS NUCLEOS DM, VM E ARC.

Figura 53
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FONTE: Figura Modificada de Paxinos G., Watson C. (2005).



28

O processo que se sucedeu pos-corte foi repetido em ambas as éareas.

FIGURAS 6 e 7.

FIGURA 6 - DISPOSICAQ DOS CORTES E MARCAQAO DAS LAMINAS REFERENTES A
PRIMEIRA AREA (OBTENCAO DOS NUCLEOS PA E HL).
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FONTE: O Autor (2016).

FIGURA 7 - DISPOSICAO DOS CORTES E MARCACAO DAS LAMINAS REFERENTES A
SEGUNDA AREA (OBTENCAO DOS NUCLEOS VM, DM E ARC).
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FONTE: O Autor (2016).

As laminas passaram pelo processo de limpeza classico antes da sua
marcacao e posterior utilizagdo. Assim sendo, mesmo novas, estas foram lavadas
com detergente e agua corrente para posteriormente serem imersas em solucédo de

acido cloridrico (5%) por 15 minutos. Apés este periodo, o excesso foi removido e
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uma solucdo de &lcool 70% foi utilizada para retirar qualquer residuo para que

finalmente as laminas fossem demarcadas com grafite, conforme a FIGURA 8.
FIGURA 8 - EXEMPLO DE MARCAGAO UTILIZADA NO LAMINARIO PARA O CONTROLE DAS

AMOSTRAS.
O
O
O |
GRIB)
3) - W‘

FONTE: O Autor (2016).

As éareas especificas do hipotdlamo do rato foram selecionadas de acordo
com o Guia Estereotaxico de Coordenadas descrito por George Paxinos e Charles
Watson (The Rat Brain — In Stereotaxic Coordinates, 2005). A ilustracdo base para
elaboracdo das mascaras utilizadas para quantificacdo dos nucleos PA e LH
equivale a figura 46 do atlas (Interaural - 7,44mm e Bregma - 1,56mm) (FIGURA 3).
A segunda ilustracdo, utilizada para localizagcdo dos nucleos VM, DM e ARC,
equivale a figura 53 do atlas (Interaural - 6,60mm e Bregma — 2,40mm) FIGURA 9.
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FIGURA 9 - IMAGEM REPRESENTATIVA DA FIGURA 53 DO ATLAS ESTEROTAXICO DE
COORDENADAS DO ENCEFALO DO RATO
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FONTE: Figura Modificada de Paxinos G., Watson C. (2005).

As duas regifes representadas pelas figuras foram selecionadas devido a
sua ampla e segura exposicao dos referidos nucleos e para otimizacdo de todo
processo envolvendo a histologia, reduzindo o material utilizado, diminuindo o tempo
e minimizando 0s possiveis riscos inerentes que envolvem todo processo de

microtomia e preparacgéo de laminario (FIGURA 10).
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FIGURA 10 - NUCLEOS ESTUDADOS, SUA DEVIDA LOCALIZACAO NAS FIGURAS 46 E 53 DO
ATLAS ESTEROTAXICO E DISPOSICAO DOS CORTES NAS LAMINAS.

Nucleo Paraventricular Nucleo Ventromedial
AreaHipotalamica Lateral Nucleo Dorsomedial

Nucleo Arqueado

a0
! 1
000|000 o000 000

FONTE: Figura modificada de Paxinos G., Watson C. (2005).

Todo material processado, apés o corte no micrétomo, classificacdo e
acomodacédo na lamina, foi distendido em uma gota de solucdo de albumina (clara
de ovo e glicerina homogeneizados na proporcao de 1:1), sobre placa aquecedora
Quimis®, a uma temperatura de 40°C, com adicdo de albumina quando necessario
para uma maior e melhor distensdo do corte. Este processo foi realizado
manualmente com auxilio de pincel e estilete para que o material pudesse
apresentar a melhor qualidade possivel tendo como objetivo uma fotodocumentacgéao
satisfatoria.

Depois de finalizados os processos de microtomia, classificacdo, ajuste e
acomodacdo, os cortes ja nas laminas, foram acondicionados em estufa de
esterilizacdo e secagem Nova Etica® durante 48 horas (temperatura de 40°C) para
posteriormente passarem pelo processo de coloracao histologica.

A técnica histologica para coloracdo utilizada foi a de Nissl, que realca o
corpo celular, em particular o reticulo endoplasmatico, devido ao seu corante (cresil
violeta) que marca em azul o RNA carregado negativamente e € utilizado para
evidenciar caracteristicas estruturais importantes dos neurénios.

A bancada de coloracdo completa é constituida em diversas etapas,

comecando pela desidratacdo do material. Esta fase consiste em passagem do
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material em 3 recipientes distintos contendo alcool em diferentes graduacfes (por
ordem: 75%, 95% e 100%). O tempo em cada um deles € de 3 minutos. Logo apés,
tem inicio a fase da remocéo de gordura, que consiste na permanéncia do material
em recipiente contendo alcool e cloroférmio na proporcéo de 1:1 por 10 minutos. Ao
término desta etapa, foi utilizado novamente o alcool e 3 graduacbes (por ordem:
100%, 95% e 75%) além de agua destilada, totalizando 4 estdgios, com o objetivo
de hidratar o material, que permaneceu em cada um desses estagios por 3 minutos.

Quando terminado todo o processo citado acima (desidratacéo-hidratacéo),
o material permaneceu por tempo definido pelo observador em solugcéo de cresil
violeta a 37°C.

Apos corado, o material foi lavado com agua destilada pelo tempo de 3
minutos e submetido a solucdo de é&lcool 75% + 10 gotas de acido acético pelo
periodo de 3 minutos. Quando terminada esta etapa, a lamina foi mergulhada
rapidamente por 3 vezes em solucdo contendo alcool 95% + 10 gotas de acido
acético para evidenciar a coloracdo. Caso fosse satisfatoria, o material seguia para
outros 3 recipientes contendo, nesta ordem, alcool 95%, alcool 100% e alcool etil-
butil (proporcéo 1:1) onde permanecia por 3 minutos em cada.

A Ultima etapa, antes da montagem das laminas utilizando Entellan®, foi a
passagem do material por duas solucdes de xilol pelo periodo de 5 minutos cada.

3.5 ANALISE ESTEREOLOGICA

Para a quantificacdo estereoldgica dos corpos celulares dos neurbnios dos
nucleos hipotalamicos (ARC, PA, DM, VM e LH) foi utilizado o Principio do Dissector
Fisico. Este sistema impde a aplicacdo de uma moldura formada por uma linha
proibida e por outra permitida, delimitando uma &rea de 40.000 pm? Foram
contabilizados apenas os corpos celulares dos neurbnios do plano superior que se
encontravam dentro da moldura ou tocando a sua linha permitida, desde que néo
passasse pela linha proibida.

Foram determinados 0s seguintes parametros estereoldgicos dos corpos
celulares dos neurdnios dos nucleos hipotalamicos: densidade numérica (Nv) e
densidade de area (Na).

Todo laminério foi fotodocumentado (FIGURA 11) no Laboratorio Multiusuario

de Microscopia de Fluorescéncia Convencional e Confocal e essas imagens foram
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obtidas utilizando a camera CoolCube 1 - Metasystems acoplada ao microscopio
Axio Imager Z2 (Carl Zeiss, Jena, DE), equipado com software de captura
automatizada Metafer 4/VSlide (Metasystems, Altlussheim, DE) e observada no

software VsViewer® (Metasystems, Altlussheim, DE).

FIGURA 11 - EXEMPLO DE IMAGEM DO NUCLEO PARAVENTRICULAR OBTIDA COM O
EQUIPAMENTO UTILIZADO PARA TODA FOTODOCUMENTACAO DO MATERIAL.

FONTE: O Autor (2016).

Posteriormente, as imagens obtidas foram trabalhadas no software
VsViewer® com aumento de 30 vezes, tendo como objetivo a selecéo e obtencéo do
local desejado para analise em cada corte, com aumento e precisdo adequados para
0 ajuste das mascaras e as grades do dissector fisico, destinados a delimitar a area
de quantificacdo. Para esta captacéo, foi utilizado Ultrabook Asus S550C conectado
a um monitor de video Hewlett Packard EliteDisplay E241i no qual houve a distingdo

entre as areas hipotalamicas nos hemisférios encefalicos, gerando imagens distintas



34

para cada antimero. Com a ajuda do software Photoshop CS 6 Extended® (Adobe),
foram criadas méascaras (baseadas nas figuras do Guia Estereotaxico de Paxinos e
Watson, 2005) para cada uma dessas imagens e seu antimero correspondente, com
objetivo de delimitar o nucleo. Posteriormente, foi confeccionado o dissector fisico
com dimensdes de 200 x 200 um, especifico para a quantificacdo celular em cada
ndcleo, como mostra a FIGURA 12.

FIGURA 12 - IMAGEM OBTIDA DO NUCLEO PA COM A SOBREPOSICAO DA MASCARA
DELIMITANTE DA AREA E O DISSECTOR FISICO EM SEU INTERIOR.

FONTE: O Autor (2016).

A quantificacdo foi obtida manualmente com auxilio do software ImageJ®,
onde foram selecionados e identificados todos neurdnios no dissector fisico, sempre

a partir das linhas de quantificacédo e suas restricbes (FIGURA 13).
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FIGURA 13 — IMAGEM REPRESENTATIVA DA AREA TESTE COM CONTAGEM E DELIMITAGAO
DA LINHA PERMITIDA (VERDE) E PROIBIDA (VERMELHA).

FONTE: O Autor (2016).

Para obtencdo dos parametros tridimensionais dos nudcleos hipotalamicos
(ARC, PA, DM, VM E LH) foram aplicadas as seguintes equacoes:

Densidade Numérica (Nv) dos corpos celulares dos neurénios:

Vol[dissector]= e.At

Nv= ZQ/Vol[dissector](1/mm?3)
onde:

e = espessura do micrometro

At = area-teste do plano superior

2Q = numero de corpos celulares de neurbnios
Para obtenc&o da Densidade por Area (Na):
N= N/At (um?)

onde:

N= numero de perfis celulares observados na area-teste (At)
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para
avaliar se os dados apresentavam distribuicdo normal, e foram considerados
paramétricos. Para avaliar possiveis diferencas entre os hemisférios, nos ndcleos
avaliados, foi realizado o teste t de Student. Para avaliar diferencas entre os grupos,
considerando os dois hemisférios dos cortes, foi realizado o teste de analise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo post hoc de Newman-Keuls. Os dados
foram apresentados como média £ erro padrao da média para um p<0,05.

Para avaliacdo do peso dos animais, foi realizado o teste de analise de
variancia (ANOVA) de duas vias seguido do p0s teste de Bonferroni.

O software utilizado para as analises estatisticas e a geracao dos gréficos foi

o Prisma (GraphPad Prism®, vers&o 5.01).



4 RESULTADOS

4.1 PESO DOS ANIMAIS
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Todos animais ganharam peso no decorrer do estudo (FIGURA 14-A),

entretanto pode-se observar impacto negativo do uso de MMF sobre o ganho de

peso quando comparado aos grupos Controle e Sham FIGURA 14 (B e C).

FIGURA 14 — RESULTADOS DE PESO DOS ANIMAIS
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FONTE: O Autor (2017).

4.2 ANALISE ESTEREOLOGICA DOS NUCLEOS HIPOTALAMICOS

4.2.1 NUCLEO PARAVENTRICULAR

A quantificagdo de neurdnios do PA (GRAFICO 1), mostrou ndo haver

diferencas significativas entre os dois antimeros encefalicos para 0s grupos
avaliados: Controle (p=0,77; t=0,30), Sham (p=0,95; t=0,05), Tacrolimus (p=0,60;

t=0,53) e Micofenolato (p=0,86; t=0,17).
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GRAFICO 1 - ANALISE ESTEREOLOGICA DA DENSIDADE NEURONAL DO NUCLEO
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FONTE: O Autor (2017).
LEGENDA: D= Hemisfério Direito

E= Hemisfério Esquerdo

Na comparacdo da densidade neuronal entre os grupos (GRAFICO 2)

(FIGURA 15) foi observado que ndo houve diferencas estatisticas entre eles
[F(3,20)=2,327; P=0.1054], no respectivo nucleo.

GRAFICO 2 - MORFOQUANTIFICACAO DE NEURONIOS DO NUCLEO PARAVENTRICULAR.
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FONTE: O Autor (2017).



FIGURA 15 — NUCLEO PARAVENTRICULAR DELIMITADO POR MASCARA
(ADAPTADA DE PAXINOS E WATSON, 2005).
LEGENDA: A- CONTROLE; B — SHAM; C — TACROLIMUS; D — MICOFENOLATO.
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4.2.2 AREA HIPOTALAMICA LATERAL

Analisando a quantificacdo de neurénios da LH (GRAFICO 3), foi verificado
nado haver diferenca significativa entre 0s nlcleos presentes nos antimeros
encefalicos dos grupos avaliados: Controle (p=0,80; t=0,26), Sham (p=0,33; t=1,02),
Tacrolimus (p=0,50; t=0,69) e Micofenolato (p=0,83; t=0,22).

GRAFICO 3 - ANALISE ESTEREOLOGICA DA DENSIDADE NEURONAL DA AREA HIPOTALAMICA
LATERAL.
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FONTE: O Autor (2017).

LEGENDA: D= Hemisfério Direito
E= Hemisfério Esquerdo

Comparando a concentracdo neuronal entre os grupos (GRAFICO 4)
(FIGURA 16) foi observado que ndo houve diferencas estatisticas entre eles
[F(3,20)=2,618; P=0.0792], no nucleo LH.

GRAFICO 4 - MORFOQUANTIFICACAO DE NEURONIOS DA AREA HIPOTALAMICA LATERAL.
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(N=6/GRUPO), P>0,05. ONE WAY ANOVA.
FONTE: O Autor (2017).
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FIGURA 16 — AREA HIPOTALAMICA LATERAL DELIMITADA POR MASCARA
(ADAPTADA DE PAXINOS E WATSON, 2005) )
LEGENDA: A - CONTROLE; B — SHAM; C — TACROLIMUS; D — MICOFENOLATO; FORNICE (F)

FONTE: O Autor (2016).
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4.2.3 NUCLEO DORSOMEDIAL

Apos a realizacdo dos testes estatisticos dos resultados obtidos com a
quantificacdo de neurdnios do DM (GRAFICO 5), precebeu-se ndo haver diferencas
significativas entre os dois hemisférios para os grupos avaliados: Controle (p=0,69;
t=0,40), Sham (p=0,67; t=0,43), Tacrolimus (p=0,95; t=0,06) e Micofenolato (p=0,99;
t=0,01).

GRAFICO 5 - ANALISE ESTEREOLOGICA DA DENSIDADE NEURONAL DO NUCLEO
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FONTE: O Autor (2017).
LEGENDA: D= Hemisfério Direito
E= Hemisfério Esquerdo

Comparando a concentragcdo de neurbnios por area do ndcleo DM
(GRAFICO 6) (FIGURA 17) n&o verificou-se diferencas estatisticas entre os grupos
analisados [F(3,20)=1,104; P=0.3707], para o nucleo DM.

GRAFICO 6 - MORFOQUANTIFICACAO DE NEURONIOS DO NUCLEO DORSOMEDIAL.
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FONTE: O Autor (2017).



FIGURA 17 — NUCLEO DORSOMEDIAL DELIMITADO POR MASCARA
(ADAPTADA DE PAXINOS E WATSON, 2005)
LEGENDA: A- CONTROLE; B — SHAM; C — TACROLIMUS; D — MICOFENOLATO.
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4.2.4 NUCLEO VENTROMEDIAL

A quantificacdo de neurénios do nicleo VM (GRAFICO 7), revelou n&o haver
diferencas significativas entre os dois hemisférios para os grupos avaliados, segundo
teste t. Controle (p=0,67; t=0,44), Sham (p=0,77; t=0,30), Tacrolimus (p=0,99;
t=0,01) e Micofenolato (p=0,88; t=0,14).

GRAFICO 7 - ANALISE ESTEREOLOGICA DA DENSIDADE NEURONAL DO NUCLEO
VENTROMEDIAL.
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(N=6/GRUPO), P=0,05. TESTE T.

FONTE: O Autor (2017).

LEGENDA: D= Hemisfério Direito
E= Hemisfério Esquerdo

Ao considerer a concentracdo neuronal (GRAFICO 8) (FIGURA 18) nio foi
detectada diferenca estatistica significativa entre os grupos [F(3,20)=1,641;

P=0.2117], no respectivo nucleo.

GRAFICO 8 - MORFOQUANTIFICACAO DE NEURONIOS DO NUCLEO VENTROMEDIAL.
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(N=6/GRUPOQ) P=0,05. ONE WAY ANOVA.
FONTE: O Autor (2017).



FIGURA 18 — NUCLEO VENTROMEDIAL DELIMITADO POR MASCARA
(ADAPTADA DE PAXINOS E WATSON, 2005)
LEGENDA: A- CONTROLE; B — SHAM; C — TACROLIMUS; D — MICOFENOLATO.
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FONTE: O Autor (2016).
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4.2.5 NUCLEO ARQUEADO

Analisando a quantificacdo de neurénios do nucleo ARC (GRAFICO 9), foi
verificado que ndo houve diferencas significativas entre os dois hemisférios para os
grupos avaliados: Controle (p=0,68; t=0,42), Sham (p=0,96; t=0,04), Tacrolimus
(p=0,92; t=0,09) e Micofenolato (p=0,98; t=0,01).

GRAFICO 9 - ANALISE ESTEREOLOGICA DA DENSIDADE NEUROSNAL DO NUCLEO

ARQUEADO.
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0.0020{ T (3 Sham
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0.0000

DE DE DE DE
(N=6/GRUPO), P=0,05. TESTE T.
FONTE: O Autor (2017).

LEGENDA: D= Hemisfério Direito
E= Hemisfério Esquerdo

Comparando a densidade neuronal dos grupos (GRAFICO 10) (FIGURA 19)
verificamos que ndo houve diferencas estatisticas entre eles [F(3,20)=2,133;
P=0.1281], no nucleo ARC.

GRAFICO 10 - MORFOQUANTIFICACAO DE NEURONIOS DO NUCLEO ARQUEADO.
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FONTE: O Autor (2017)



FIGURA 19 — NUCLEO ARQUEADO DELIMITADO POR MASCARA
(ADAPTADA DE PAXINOS E WATSON, 2005).
LEGENDA: A - CONTROLE; B — SHAM; C — TACROLIMUS; D — MICOFENOLATO.
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FONTE: O Autor (2016).
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5 DISCUSSAO

5.1 ESCOLHA DO ANIMAL EXPERIMENTAL

Foram utilizados os mesmos animais experimentais da tese de doutorado
intitulada “Estudo comparativo dos efeitos do uso de tacrolimus e micofenolato
mofetil sobre a espermatogénese de ratos: analise histomorfométrica e de apoptose
celular” (ARANHA, 2015).

Desta forma, o critério utilizado no presente trabalho para a escolha dos
animais experimentais fundamentou-se no principio dos 3 Rs: reducao, reposicdo e
refinamento conforme a Lei 11.794/2008 que regulamenta o uso de animais na
experimentacao cientifica.

Todos os animais utilizados no estudo foram ratos Wistar, machos, aos quais
foram aplicadas as diretrizes da préatica de eutanasia do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) que preconiza o respeito ao animal
e determina o método de eutanasia mais adequado. Neste caso, foi feita
decapitacdo para remocdo do encéfalo apds anestesia e puncdo venosa

transcardiaca com inducéo de hipovolemia.

5.2 CONSIDERACOES GERAIS DO MODELO EXPERIMENTAL

As bases tedricas do modelo experimental utilizado nesta pesquisa
fundamentaram-se em dois aspectos:

1. a ocorréncia de ganho de peso em pacientes pés-transplantados fazendo uso
de imunossupressores;

2. a andlise de possiveis alteracdes dos nucleos hipotalamicos envolvidos com a
regulacdo da ingestdo de alimentos em ratos Wistar submetidos ao
tratamento com os imunossupressores, TAC e MMF.

No presente trabalho, foi utilizado um modelo experimental com a finalidade
de observar a quantificacdo dos neurdnios dos nucleos hipotalamicos PA, LH, DM,
VM, e ARC em ratos Wistar machos tratados ou ndo com 0S imunossupressores
MMF e TAC. Desta forma, foi constituido o grupo Controle, sem administracdo de
medicagdo; o grupo Tacrolimus com a administracdo de uma dose diaria de TAC

(Img/kg peso) diluido em solucéo fisiolégica 0,9%; o grupo Micofenolato com a
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administracdo de uma dose diaria de MMF (30 mg/kg peso) diluido em solucéo
fisiologica 0,9% e o grupo Sham com a administragdo de solucéo fisiolégica 0,9%.
Sendo utilizada a via gavagem para os grupos Tacrolimus, Micofenolato e Sham.

O meétodo estereoldgico para o estudo morfoquantitativo dos corpos celulares
dos neurdnios dos nucleos hipotalamicos demonstrou ser eficiente para aquisicdo da
densidade neuronal e numero total de neurbnios hipotalamicos para posterior
comparacao entre ratos Wistar ndo tratados e tratados com 0s imunossupressores,
TAC e MMF. No entanto, devido a distribuicdo neuronal anisotrépica do hipotalamo,
nao foi possivel a obtencdo da estimativa volumétrica de cada ndcleo hipotalamico
envolvido com a regulagéo da ingestao de alimentos.

N&o foi encontrado na literatura protocolo de pesquisa semelhante para
analise dos efeitos dos imunossupressores, TAC e MMF no hipotdlamo de ratos
Wistar e sua relagdo com a obesidade.

Oliveira (2017) desenvolveu um estudo estereol6gico nos mesmos nucleos
hipotalamicos (PA, LH, DM, VM e ARC), em ratos Wistar com o intuito de analisar as
implicacbes do modelo da programacdo metabdlica sobre a citoarquitetura
hipotalamica e seus parametros com a obesidade.

Da mesma forma, alguns autores tém investigado as alteragdes provocadas
pelo quadro de obesidade no modelo desencadeado pelas injecdes de glutamato
monossodico devido a neurotoxicidade celular no hipotdlamo (JIN et al., 2015;
GOMES; FREITAS; GRASSIOLLI, 2016).

No entanto, relatos sobre o carater neurotoxico dos imunossupressores no
hipotdlamo s&@o escassos na literatura. Desta forma, é minima a abordagem a
respeito do TAC e MMF como fatores etiolégicos relacionados ao quadro de
obesidade. Além disso, as correlagfes diretas existentes entre imunossupressores,
nacleos hipotalamicos e obesidade ainda ndo estdo bem esclarecidos, como
descrito por Anastacio et al., (2013) que se referem a utilizagcdo de medicamentos
imunossupressores como fator de risco para o excesso de peso pdés-transplante
ainda ser controversa.

Mesmo assim, diversos estudos relatam ganho de peso significativo em
pacientes pos-transplante. Frequentemente, esse ganho de peso pode chegar a ser
excessivo, resultando em um quadro de obesidade acompanhada das suas
comorbidades associadas. O que tem apresentado ser um problema de saude

publica crescente e relacionado, principalmente, aos casos de pacientes submetidos
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a transplantes de rins, figado e coracdo (ANASTACIO et al., 2013; LOPEZ-VILELLA
et al., 2015; TRAN et al., 2016)

5.3 EFEITOS DOS IMUNOSSUPRESSORES NOS NUCLEOS HIPOTALAMICOS

A suplementacdo com os imunossupressores TAC e MMF n&o causou
alteracdo significativa na densidade neuronal nos nucleos hipotalamicos,
paraventricular, area hipotalamica lateral, dorsomedial, ventromedial e arqueado.
Este resultado pode ser explicado, possivelmente, pela auséncia de um grupo
especifico tratado, simultaneamente e de forma associada, com TAC e MMF como
convencionalmente ocorre em tratamentos de pacientes poés-transplantes que
adquiriram obesidade.

A auséncia de alteracbes morfoquantitativas dos neurdnios hipotalamicos nos
diferentes grupos estudados nao confirma notoriamente auséncia de efeitos dos
imunossupressores nos nucleos hipotalamicos. Desta forma, outros métodos
investigativos tornam-se necessarios para avaliar os efeitos neurotoxicos dos
imunossupressores no hipotalamo.

Segundo Richards et al., (2005) um dado relevante trata da ocorréncia da
perda de vias aferentes e eferentes entre o figado e o hipotalamo durante a cirurgia
de transplante hepatico. Com isso, ocorre desordem do papel do figado na
homeostase metabdlica, podendo atrasar a saciedade pdés-prandial e, portanto,
influenciar diretamente o consumo excessivo de alimentos. No entanto, até o
momento, ndo foram estabelecidos dados conclusivos que permitam determinar se
este fato tem um efeito sobre a ingestdo de alimentos e a massa corporal dos
pacientes pés-transplantes. Contudo, esse dado poderia abrir mais um caminho para
justificar a auséncia de alteracdo na densidade neuronal hipotalamica, porém, os
animais do referente estudo ndo foram submetidos a qualquer intervencao cirdrgica
semelhante ao procedimento de transplante hepatico.

No escasso numero de estudos encontrados que abordam os efeitos dos
imunossupressores no hipotalamo, mais especificamente nos nucleos hipotalamicos
estudados, ndo ha consenso em relacdo a sua atuacdo na citoarquitetura nesta area
do encéfalo. Entretanto, na literatura foram citadas possiveis altera¢cdes nos nucleos

hipotalamicos com a tentativa de justificar a desorganiza¢dao do controle da fome e
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saciedade exercida por neurdnios hipotalamicos envolvidos com o desenvolvimento
do quadro de obesidade (PLAGEMANN et al., 1999; BERTHOUD, 2012).

Corroborando com resultados obtidos, Oliveira (2017), ndo encontrou
alteracdes significativas na densidade numérica e na densidade de area dos nucleos
hipotalamicos PA, ARC e HL, por meio da andlise estereoldgica, no modelo de
programacao metabdlica.

Com base em outros modelos experimentais invasivos, por meio da injecao
de glutamato monossodico em altas concentracdes em camundongos, (Zelezna et
al., (2009) e Rojas-Castaneda et al., (2016) relataram o rapido ganho de peso animal
por consequéncia da alta toxicidade causada nas células dos nucleos hipotalamicos
envolvidos com a ingestéo de alimentos.

Contrariamente, neste estudo nao foi identificado ganho de peso acentuado
nos grupos, independentes, tratados com TAC e MMF. Assim, constatou-se
diminuicdo significativa de peso no grupo de animais tratados com MMF quando
comparados aos grupos, Controle e Sham. Quanto aos dados obtidos na pesagem
dos animais no grupo tratados com TAC, ndo houve diminuicao significativa do peso
guando comparado aos grupos Controle e Sham. Provavelmente, esta variagcdo do
ganho de peso deve-se primeiramente a falta de associacdo entre farmacos e
secundariamente ao curto periodo de tempo de tratamento.

Gu et al., (2016) observaram que ndo houve ganho de peso com 0 usoO
associado de TAC com triptolide, via intraperitoneal, por 150 dias em animais
experimentais transplantados. Tal situacéo justifica-se pelo fato do triptolide inibir o
efeito colateral de ganho de peso pelo TAC. No entanto, esse tratamento foi por
tempo mais prolongado, em relacdo a este estudo, em 52 dias de diferenca, o que
pdde ser crucial, considerando o tempo de vida do rato Wistar.

Da mesma forma, diversos estudos tem demonstrado que a interacao
medicamentosa ocasionada pela combinacdo de farmacos pode ser responsavel
pelo aumento de peso dos pacientes pés-transplantados, o que comumente, ocorre
na pratica clinica (PALMER; SCHAFFNER; THUNG, 1991; STEGALL et al., 1995;
NEAL et al.,, 2001; RICHARDS et al., 2005; KALLURI; HARDINGER, 2012). Foi
constatado por Canzanello et al. (1997) e Bianchi et al.( 2008) aumento excessivo de
peso, incluindo quadros de obesidade em 15% dos pacientes pOs-transplantes

hepéticos, tratados com a associacao das drogas imunossupressoras, TAC e CSA.
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No entanto, quando Canzanello et al. (1997) administraram, individualmente,
TAC e CSA notaram auséncia de ganho de peso significativo.

De forma semelhante, Everhart et al. (1998) observaram que individuos
transplantados tratados com CSA no final do primeiro ano tinham um maior risco de
obesidade do que as pessoas tratadas com TAC tratadas nesse mesmo periodo.

Sendo assim, os resultados corroboram com os dados apresentados devido a
auséncia de aumento significativo de peso nos animais tratados isoladamente com
TAC.

54  ASPECTOS DETERMINANTES DA NEUROTOXICIDADE DOS
IMUNOSSUPRESSORES

Apesar da neurotoxicidade dos imunossupressores ndo ser o unico foco
dessa pesquisa, torna-se pertinente o levantamento dos principais aspectos
neurotdoxicos de alguns imunossupressores conhecidos devido a seus efeitos
inibidores de calcineurina, principalmente, TAC e CSA.

O estudo desenvolvido por Asai et al., (1999) relatou que altos niveis de
calcineurina podem levar & morte neuronal. Desta forma, diversas terapias com
imunossupressores inibidores de calcineurina tentam substitui-las, quando possivel,
ou associar essas drogas a outras que nao apresentam efeitos neurotéxicos, como é
o0 caso do MMF, que segundo Mukherjee (2009) e Anghel et al. (2013) ndo possui
efeito de neurotoxicidade. Contudo, a bula aprovada pela ANVISA em 29 de outubro
de 2015 do medicamento Cellcept®, utilizado no estudo como suplementacdo do
MMF informa que nos testes realizados, entre 3% e 10% dos pacientes
apresentaram vertigem, depressao, convulsao, tremores, neuropatias, alucinagoes,
delirio entre outros efeitos de ordem neurolégica e além destes, apresentaram
ganho de peso classificado como muito comum nos casos de transplantes cardiacos
e comum quando estes pacientes foram submetidos a tranplantes renal e hepético.

Sendo assim, a interacdo medicamentosa entre imunossupressores e outras
drogas pode ser responsavel pelo quadro neurotoxico de determinadas regides do
Sistema Nervoso, favorecendo desta forma o elevado ganho de peso e o
desenvolvimento do quadro de obesidade. No entanto, a continuidade das pesquisas
€ necesséria para elucidar de fato o envolvimento dos imunossupressores na

fisiopatologia da obesidade adquirida por pacientes pos-transplantados.
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5.5 PERSPECTIVAS FUTURAS

Apesar de nao terem sido detectados efeitos neurotoxicos especificos do uso
de imunossupressores TAC e MMF, ndo se pode descartar a presenca de alteracdes
bioquimicas capazes de gerar estado fisiopatologico tal como a obesidade. Desta
forma, outros estudos se fazem necessarios para elucidar a atuacdo dos

imunossopressores, TAC e MMF, no hipotalamo.
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6 CONCLUSOES

Os

resultados obtidos por meio da analise estereoldégica dos nucleos

hipotalamicos permitiram concluir que:

a)

b)

ndo houve diferencas significativas nas densidades neuronais e numero total
de neurdnios hipotalamicos dos nudcleos PA, LH, DM, VM e ARC entre 0s
grupos Controle, Sham e tratados com 0s imunossupressores, Tacrolimus e

Micofenolato;

nao foram identificadas alteracbes morfolégicas e quantitativas nos nucleos

hipotalamicos estudados;

as alteracdes encontradas no numero dos corpos celulares dos neurbnios
hipotalamicos nédo evidenciam efeitos neurotoxicos especificos dos

imunossupressores TAC e MMF.
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