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DROGAS IMUNOSSUPRESSORAS AFETAM OS NUCLEOS

HIPOTALAMICOS ENVOLVIDOS NA INGESTAO
ESTUDO EXPERIMENTAL

ALIMENTAR??

DO THE IMMUNQOSUPPRESSIVE DRUGS AFFECT THE HYPOTHALAMIC NUCLEI INVOLVED IN THE REGULATION OF

FOOD INTAKE? AN EXPERIMENTAL STUDY
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Flavia Dorieux Wastner CUNHA?2"”, Mattheus Lopes PEREIRA?”, Jeferson de Jesus ARANHA?",

Marcelo Alves ARANHA'", Jorge Eduardo Fouto MATIAS!

RESUMO - RACIONAL: 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 nlcleos hipotalamicos envolvidos na regulagdo daingestédo de
alimentos e o efeito no excessivo ganho de peso e suas comorbidades associadas sdo desconhecidos.
OBJETIVO: Analisar a ocorréncia de alteragdes morfolégicas dos nicleos paraventricular, area
hipotaldmica lateral, dorsomedial, ventromedial e arqueado em ratos Wistar submeltidos ao
tratamento imunossupressor com Tacrolimus (TAC) ou Micofenolato Mofetil (MMF). METODOS:
Foram utilizados Ratos Wistar machos adultos distribuidos, randomicamente, em quatro grupos de
acordo com o tratamento oral utilizado por 14 semanas: Controle; Sham (Placebo); Tacrolimus (TAC
1mg/kg peso) e Micofenolato Mofetil (MMF 30mg/kg peso). Ao final do tratamento, os animais foram
eutanasiados e seus encéfalos fixados para o processamento histolégico. Posteriormente, as laminas
foram fotodocumentadas para o desenvolvimento da analise estereolégica dos corpos celulares dos
neurdnios dos nucleos hipotalamicos, tendo como parametros a densidade neuronal e no nimero de
neurénios. RESULTADOS: Todos os grupos estudados mostraram curva de ganho de peso ponderal
durante todo o periodo de experimento. Ndo houve diferenga significativa na densidade neuronal
e no nimero de neurdnios hipotaldmicos dos nucleos hipotaldmicos entre os grupos estudados.
Néao foram detectadas alteragdes morfoldgicas dos corpos celulares dos neurénios hipotalamicos
capazes de serem imputadas ao uso dos imunossupressores envolvidos no estudo. CONCLUSAO:
O tratamento dos animais experimentais com os imunossupressores ndo evidenciou altera¢gdes no
numero e densidade dos corpos celulares dos neurénios dos nucleos hipotalamicos estudados.

DESCRITORES: Acido Micofendlico. Hipotalamo. Obesidade. Tacrolimo. Transplantes

ABSTRACT - BACKGROUND: Immunosuppressive drugs are essential for reducing the rejection risk in
post-transplant patients, which is commonly associated with this procedure. However, side effects of
those drugs on the hypothalamic nuclei involved in the food intake regulation, excessive weight gain,
and also associated comorbidities are still unknown. PURPOSE: The purpose of this study was to
analyze possible changes in the neuronal morphology and cell density in the paraventricular nuclei,
lateral hypothalamic area, dorsomedial nuclei, and ventromedial and arcuate nuclei in Wistar rats
submitted to immunosuppressive treatment with tacrolimus (TAC) or mycophenolate mofetil (MMF).
METHODS: Adult male Wistar rats were randomly assigned to the following groups according to
the oral treatment administered for 14 weeks: control, sham (placebo), TAC (1 mg/kg of weight), and
MMF (30 mg/kg of weight). After treatment, the animals were sacrificed and their brains fixed for
later histological staining. Subsequently, the slides were photodocumented for stereological analysis
of the hypothalamic nuclei. RESULTS: All experimental groups showed a weight gain throughout the
study. There was no significant difference in neuronal density/number of cells in the hypothalamic
nuclei between groups. Morphological changes were not detected in the hypothalamic neurons.
CONCLUSION: Treatments with immunosuppressants could not modify the morphological and cell
density aspects of the hypothalamic nuclei during this supplementation period.

HEADINGS: Mycophenolic acid. Hypothalamus. Obesity. Tacrolimus. Transplants
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Figura 1- Demonstracdo do peso do animal ao
longo de 14 semanas de tratamento *p = 0,05.
ANOVA de duas vias. N = 6 / grupo.

Mensagem central

Ha evidéncias de ganho de peso associado
a terapia imunossupressora pos-transplante
em humanos. A hipdtese é que alteracdes
hipotaldmicas podem ocorrer como efeito
colateral da terapia imunossupressora com
Tacrolimus e Micofenolato de Mofetil, causando
ganho de peso e obesidade.

Perspectivas

Os tratamentos com imunossupressores TAC e
MMF isolados ndo foram capazes de modificar
os aspectos morfolégicos e a densidade
celular dos nucleos hipotaldmicos durante o
periodo de suplementagdo. Nao foi observada
obesidade com o protocolo de administragdo de
imunossupressor utilizado.
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INTRODUCAO

Nas Ultimas duas décadas, as taxas de sobrevida apos
o transplante de figado aumentaram para 85% em cinco
anos e para 56% apos 20 anos, principalmente devido aos
avancos nas técnicas cirirgicas, manejo imunoldgico e
cuidados pré e pds-operatérios®. No entanto, o aumento da
sobrevida dos pacientes submetidos ao transplante hepatico
foiacompanhado por um aumento na prevaléncia de doengas
cronicas, geralmente superior a prevaléncia encontrada na
populacdo em geral. Além disso, destaca-se o ganho de
peso vivenciado por esses pacientes, gerando sobrepeso e
obesidade com impacto na sobrevida®.

Da mesma forma, héa relatos de aumento da obesidade
em 40% dos pacientes no primeiro ano pds-transplante e,
apos trés anos da cirurgia, cerca de 70% deles apresentavam
excesso de peso corporal®.

Além disso, o ganho de peso ap6s o transplante hepatico
pode ter diversos fatores como balango energético positivo?', estilo
devida sedentario®, desenvolvimento de estado hipometabdlico?
e uso de terapias imunossupressoras’.

Portanto, ha evidéncias de expressivo ganho de peso
associado a terapia imunossupressora pos-transplante em
humanos™#1314,

Desse modo, a principal hiptese é de que possiveis alteragdes
hipotalamicas podem ocorrer como efeito colateral da terapia
imunossupressora com tacrolimus (TAC) e micofenolato mofetil
(MMF), causando ganho de peso e obesidade. Adicionalmente,
intervencdes terapéuticas capazes de interromper ou limitar o
envolvimento do hipotalamo podem se tornar possiveis novas
estratégias terapéuticas para a prevencao da obesidade no
tratamento de imunossupressores pos-transplante.

Poucos estudos pré-clinicos estdo investigando mecanismos
relacionados a terapias de imunossupressdo e obesidade
pos-transplante. Assim, os fatores neurotdxicos das drogas
imunossupressoras e seus efeitos sobre os nlcleos hipotalamicos
envolvidos com aregulacdo daingestao alimentare do metabolismo
energético precisam ser estudados. A esse respeito, o objetivo
do estudo foi analisar possiveis altera¢cdes na morfologia
neuronal e densidade celular nos nudcleos paraventriculares
(PA), area hipotalamica lateral (LH), nucleos dorsomedial (DM),
ventromedial (VM) e nucleos arqueados (ARC) em ratos Wistar
submetidos a tratamento imunossupressor com TAC ou MMF.

METODOS

Animais e aprovacao ética

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais em Pesquisa Experimental da Universidade Federal
do Paranéa (CEUA n° 752). Para esta pesquisa, foram utilizados
vinte e quatro ratos Wistar machos (Rattus novergicus albinus,
Ordem Rodentia, Classe Mammalia), com 70 dias de idade,
pesando entre 300 e 350 gramas, e fornecidos pelo Biotério
do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR.

Design experimental

Os animais foram alojados em gaiolas apropriadas (maximo
de 5animais / gaiola) com temperatura controlada (26 £ 1°C) e
ciclo claro-escuro (12:12h), umidade relativa de 45% e acesso
a dgua e racdo ad libitum. Apos o periodo de aclimatagdo, os
ratos foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos (N
= 6 / grupo), de acordo com o tratamento imunossupressor
proposto (uma vez ao dia durante 14 semanas):

Grupo Controle - Nenhum medicamento foi administrado.

e Grupo Sham - Administracdo de placebo - Solucao
Salina (SS) 0,9% via gavagem.
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« Grupo Tacrolimus - Administracao de TAC (1mg / kg)
diluido em SS 0,9%, via gavagem.

« Grupo Micofenolato - Administracdo de MMF (30mg
/ kg) diluido em SS 0,9%, via gavagem.

Administracao de medicamentos e coleta de amostras

Os medicamentos TAC e MMF foram diluidos em 0,9%
SS imediatamente antes de seu uso. Para fins de padronizacao,
as dilui¢des foram realizadas sempre seguindo o mesmo
protocolo: 9 mg de TAC diluido em 7 ml de SS 0,9% (1,28 mg
/ ml); 500 mg de MMF (1 comprimido) diluido em 30 ml de SS
0,9% (16,7 mg / ml). Apds a dilui¢do, o volume oferecido aos
animais foi semelhante entre os grupos, calculado de acordo
com o peso corporal de cada animal.

Os animais receberam o tratamento diariamente de
acordo com o grupo por 14 semanas consecutivas. Drogas
e placebo foram administrados por gavagem. Os animais
foram imobilizados, a canula orogastrica acoplada a uma
seringade 1 ml eintroduzida delicadamente pela cavidade
oral, atingindo o es6fago e estdbmago. Apds a verificacdo
da passagem da canula para o trato digestivo, a solucdo
foi injetada suavemente, evitando o refluxo da solucdo e o
desconforto do animal. Ao final do periodo de administracao
de 14 semanas, os animais foram anestesiados e sedados
com quetamina (100 mg / kg) e xilazina (5 mg / kg) por
via intraperitoneal.

Apds a anestesia, a decapitacdo foi realizada por guilhotina
manual seguida de trepanacéo e retirada do cérebro, os quais
foram fixados em solucdo de Alfac (formaldeido (37-40%), acido
acético glacial e alcool etilico 80°) por 16 horas e realocados
em recipientes contendo alcool 70° onde permaneceram até
o momento do acondicionamento em resina Paraplast®.

Laminas Histologicas

Para microtomia e coloracéo histoldgica, cortes alternados
e uniformemente isotropicos (N = 6 / coordenada) do cérebro
foram realizados, usando o micrétomo Gebrauchshinweisefur
Minot-Mikrotom, modelo 1212 daempresa E. LeitzWetzlar para
obter os cortes de 7 um de espessura.

As areas especificas do hipotadlamo de rato foram selecionadas
de acordo com a Coordenada Estereotéxica (Bregma = -1,56
mm e Bregma = -2,40 mm)™.

Para a andlise histoldgica, foi utilizado a coloracdo de Nissl
e o material preparado em lamina histolégica com Entellan®.

Fotodocumentacao e Quantificacao

Todas as laminas histoldgicas foram fotodocumentadas
no Laboratério Multiusuérios de Microscopia de Fluorescéncia
Convencional e Confocal e as imagens obtidas usando a
camera CoolCube 1 - Metasystems conectada ao microscdpio
Axiolmager Z2 (Carl Zeiss, Jena, DE), equipado com Metafer
4 / VSlide software de captura automatizada (Metasystems,
Altlussheim, DE) e observado no software VsViewer® (Metasystems,
Altlussheim, DE).

Posteriormente, com o objetivo de selecionar e obter o
local desejado para anélise em cada corte, as imagens obtidas
foram aumentadas 30 vezes no software VsViewer®, com
ampliacdo e precisdo adequadas para ajuste das mascaras
pela precisdo da localizagdo e das grades do dissector fisico,
destinado a delimitar a drea de quantificacdo. Para esta
captura, foi utilizado um Ultrabook Asus S550C conectado
a um monitor de video Hewlett Packard EliteDisplay E241i,
no qual havia uma distingdo entre as areas hipotalamicas
nos hemisférios cerebrais, gerando imagens distintas
para cada antimero. Além disso, foi utilizado o software
Photoshop CS 6Extended® (Adobe) para criar as mascaras
a partir das imagens do Guia Estereotaxico (Paxinos and
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Watson n.d.), com o objetivo de delimitar a area do nucleo
de cada uma dessas imagens e seu antimero correspondente.
Posteriormente, foi confeccionado o Dissector Fisico com
dimensdes de 200 x 200 um, especifico para a quantificacao
celular de cada nucleo.

Para a quantificacdo estereoldgica dos corpos celulares
dos neurdnios dos nucleos hipotalamicos (ARC, PA, DM, VM
e LH) foi utilizado o Principio do Dissector Fisico. Este sistema
consiste na aplicacdo de um quadro formado por uma linha
proibida e outra permitida, delimitando uma area de 40.000
um2, onde apenas os corpos celulares dos neuronios do plano
superior que estdo dentro do quadro ou tocando sua linha
permitida sdo contados.

Os seguintes parametros estereoldgicos dos corpos celulares
dos neurdnios dos nucleos hipotalamicos foram determinados:
densidade numérica (ND) e densidade de area (DA).

A quantificacdo foi obtida manualmente com auxilio do
software ImageJ®, no qual todos os neurdnios foram selecionados
e identificados no Dissector Fisico, sempre a partir das linhas
de quantificagdo e suas restri¢des.

Para obter os parametros tridimensionais dos nucleos
hipotalamicos (ARC, PA, DM, VM e LH) foram aplicadas as
seguintes equagoes:

Densidade numérica (ND) de corpos celulares de neurénios:

Vol[dissector]= t.TA
ND= SQ/Vol[dissector](1/mm3)

t= espessura do corte histologico; TA = Area de teste do
plano superior; SQ = nimero de corpos celulares de neurdnios)

Para obter a densidade por area (DA):
DA =N /TA (um3)

(N = numero de perfis de células observados na
area de teste (TA))

Analise Estatistica

Para analise estatistica, a distribuicdo normal dos dados
foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, e os dados
foram considerados paramétricos. Para avaliagdo do peso dos
animais, foi realizado o teste de analise de variancia (ANOVA)
de duas vias, seguido do pos-teste de Bonferroni. O teste t de
Student foi realizado para avaliar possiveis diferencas entre
os hemisférios cerebrais, nos nucleos avaliados. As diferencas
entre os grupos, considerando os dois hemisférios das seccdes,
foram avaliadas pelo teste de analise de variancia (ANOVA) de
uma via, seguido do pos-teste de Newman-Keuls. Os valores
foram expressos como média * erro padrdo da média e o nivel
de significancia foi estabelecido em p = 0,05.

O software utilizado para andlise estatistica e geragdo de
gréficos foi o Prisma (GraphPad Prism®, versao 5.01).
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Figura 1 - Demonstracdo do peso do animal ao longo de 14
semanas de tratamento *p = 0,05. ANOVA de duas
vias. N = 6 / grupo.

RESULTADOS

Todos os animais ganharam peso ao longo do estudo
(Figura 1), porém, ndo foi possivel identificar aumento
significativo de peso nos animais tratados com imunossupressor
TAC quando comparados aos grupos Controle e Sham.
Analisando o grupo MMF, houve menor ganho de peso em
comparacao aos grupos Sham (8,9 e 11 semanas) e Controle
(5-14 semanas).

Nucleo Paraventricular

Comparando a densidade neuronal do Nucleo Paraventricular
entre os grupos (Figura 2), observou-se que ndo houve diferenga
estatistica entre eles [F (3,20) = 2,327; P = 0,1054].

Area Hipotalamica Lateral

A densidade neuronal da Area Hipotalamica Lateral nio
apresentou variages significativas (Figura 3) quando comparada
entre os grupos estudados [F (3,20) = 2,618; P = 0,0792].

Nucleo Dorsomedial

A area do Nucleo Dorsomedial apresentou valores
semelhantes (Figura 4) quanto a densidade neuronal analisada
em cada grupo de estudo [F (3,20) = 1,104; P = 0,3707].

Nucleo Ventromedial

Considerando a area do Nucleo Ventromedial, ndo foi
detectada diferenca estatistica entre os grupos (Figura 5) quando
calculada a densidade neuronal [F (3,20) = 1,641; P = 0,2117].

Figura 2 - Morfo-quantificagdo dos neurdnios paraventriculares,
ANOVA de uma via. Média + erro da média. N =
6 / grupo.

Figura 3 - Morfo-quantificacdo dos neurdnios da area hipotaladmica
lateral. ANOVA de uma via. Média + erro da média.
N =6/ grupo.

Figura 4 - Morfo-quantificacdo dos neurénios dorsomediais,
ANOVA de uma via. Média * erro da média. N =
6 / grupo.
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Nucleo Arqueado

A area do Nucleo Arqueado também nao apresentou
diferenca significativa (Figura 6) entre a densidade neuronal
observada para cada grupo de estudo [F (3,20) = 2,133;
P =0,1281].

DISCUSSAO

O modelo experimental foi desenvolvido em consonancia
com os principios gerais das Diretrizes Brasileiras de Cuidado
e Uso de Animais para fins cientificos e educacionais', que
incentiva a adesao e aplicagdo dos principios dos 3Rs (traduzidos
doinglés: substituir, reduzir e refinar). Os animais tratados com
Tacrolimus e Micofenolato Mofetil para o modelo experimental
de analise quantitativa de neurdnios foram obtidos a partir
do reaproveitamento de ratos Wistar albinos machos (Rattus
norvegicus albinus, mamifero Rodentia) de pesquisa anterior:
“Avaliacdo da espermatogénese em ratos imunossupressores”,
sob protocolo n° 752, certificado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA), Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Parana. Assim, para o desenvolvimento deste ensaio,
fez-se o uso experimental de animais para quantificacdo de
neurdnios nos nucleos hipotalamicos PA, LH, DM, VM e ARC de
ratos Wistar machos tratados ou ndo com osimunossupressores
MMF e TAC. Dessa forma, formou-se o Grupo Controle, sem
administracdo de medicamentos; o grupo Tacrolimus com
administracdo de dose diaria de TAC (1mg / kg peso) diluido
em solucédo fisiolégica 0,9%; o grupo Micofenolato com
administragdo de dose diaria de MMF (30 mg / kg peso) diluido
em solucédo fisiolégica 0,9% e o grupo Sham com administracdo
de solucdo fisioldgica 0,9%. O método de gavagem foi usado
para administracdo de farmaco / veiculo.

O método estereoldgico para estudo morfoquantitativo
dos corpos celulares do nucleo hipotalamico foi definido
como eficiente na estimativa da densidade neuronal e do
numero total de neurdnios hipotaldmicos para posterior
comparacdo entre ratos Wistar ndo tratados e aqueles tratados
com imunossupressores, TAC e MMF. No entanto, devido a
distribuicdo neuronal anisotrépica do hipotalamo, nao foi possivel
obter a densidade volumétrica de cada nucleo hipotalamico
associada a regulacdo da ingestdo alimentar.

Figura 5 - Morfo-quantificagdo dos neurdnios ventromediais,
ANOVA de uma via. Média + erro da média. N =
6 / grupo.

Figura 6 - Morfo-quantificagdo de neurdnios arqueados, ANOVA
de uma via. Média £ erro da média. N = 6 / grupo.

Com o protocolo pré-clinico utilizado, na tentativa de
mimetizar o que acontece com humanos p6s-transplantados,
ndo foram encontradas diferencas quantitativas (densidade
neuronal) ou qualitativas (morfologia celular) nos nucleos
hipotalamicos estudados. Surpreendentemente, nenhum
protocolo de pesquisa semelhante foi encontrado na literatura
para analisar os efeitos dessa terapia imunossupressora (TAC
e MMF) no hipotdlamo de ratos Wistar e sua relacdo com
a obesidade. No entanto, alguns autores investigaram as
alteracdes causadas pela obesidade nos modelos injetados
de glutamato monossédico devido a neurotoxicidade celular
no hipotalamo®™.

Além disso, existem poucos relatos sobre o carater
neurotoxico dos imunossupressores no hipotalamo. Assim, a
abordagem quanto ao TAC e MMF como fatores etioldgicos
relacionados a obesidade é minima?’. As correlagdes diretas
entre imunossupressores, nucleos hipotalamicos e obesidade
ainda ndo sdo claras, conforme descrito na literatura’, as quais
referem que o uso de imunossupressores como fator de risco
para excesso de peso pds-transplante ainda é controverso.

Por outro lado, varios estudos relatam ganho de peso
significativo em pacientes po6s-transplante. Muitas vezes, esse
ganho de peso pode ser excessivo, resultando em obesidade
acompanhada por suas comorbidades associadas. Essa situagdo é
um possivel problema de satide publica crescente e relacionado
aos pacientes submetidos a transplantes de rim, figado e
coracao™™.

Nenhum ganho de peso acentuado foi identificado nos
grupos independentes tratados com TAC e MMF. Portanto,
nao foi possivel verificar aumento de peso significativo nos
animais tratados com MMF quando comparados aos grupos
Controle e Sham. Provavelmente, essa variacdo no ganho de
peso é explicada principalmente pela auséncia de um grupo
de medicamentos associados (TAC + MMF) e secundariamente
pelo curto periodo de tratamento.

Em modelo de transplante de membros posteriores,
nao houve ganho de peso com o uso associado de TAC com
triptélido, por via intraperitoneal, por 150 dias em animais
transplantados experimentais'. Isso pode ser explicado pela
inibicdo do triptdlido do ganho de peso induzido pelo TAC.
Porém, esse protocolo de tratamento foi realizado por um
periodo prolongado, em comparagdo com o presente estudo,
em 52 dias de diferenca, o que pode ser crucial, considerando-
se a vida util do rato Wistar.

Da mesma forma, diversos estudos tém demonstrado que
a interagdo medicamentosa combinada pode ser responsavel
pelo ganho de peso de pacientes pds-transplante, o que
comumente ocorre na pratica clinica''"'822_ Alguns autores
relataram ganho de peso excessivo, incluindo obesidade em
15% dos pacientes apds transplante de figado, tratado com
associacdo deimunossupressores TAC e ciclosporina“®. Por outro
lado, com TAC e ciclosporina administrados individualmente ndo
foi observado ganho de peso significativo®. Da mesma forma,
osindividuos transplantados tratados com ciclosporina no final
do primeiro ano adquiriram maior risco de obesidade do que
aqueles tratados com TAC no mesmo periodo®. Portanto, alguns
estudos corroboram a auséncia de ganho de peso significativo
em animais tratados apenas com TAC.

O método estereoldgico utilizado para o estudo
morfo-quantitativo dos corpos celulares dos neuronios dos
nlcleos hipotalamicos mostrou-se eficiente na aquisi¢do
da densidade neuronal e do nimero total de neurdnios
hipotalamicos para posterior comparacdo entre ratos Wistar
ndo tratados e tratados com imunossupressores, TAC e MMF.
No entanto, devido a distribuicdo neuronal anisotrépica do
hipotalamo, ndo foi possivel obter a estimativa volumétrica
de cada nucleo hipotalamico envolvido na regulagdo da
ingestao alimentar.
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DROGAS IMUNOSSUPRESSORAS AFETAM OS NUCLEOS HIPOTALAMICOS ENVOLVIDOS NA INGESTAO ALIMENTAR ? ESTUDO EXPERIMENTAL

O tratamento com imunossupressores TAC e MMF néo
foi responsavel por uma mudanca significativa na densidade
neuronal nos nucleos hipotalamicos, PA, LH, DM, VM e ARC
neste estudo. Esse dado pode ser explicado, possivelmente,
pela auséncia de um grupo especifico tratado, simultaneamente
com TAC e MMF como convencionalmente ocorre nas terapias
imunossupressoras de pacientes pos-transplante na clinica.

Aauséncia de alteracdes morfo-quantitativas nos neurdnios
hipotalamicos nos diferentes grupos estudados ndo confirma
a auséncia de efeitos imunossupressores. Assim, métodos
complementares sdo necessarios para avaliar os efeitos neurotdxicos
dos imunossupressores nessas regides do cérebro. De acordo
com dados da literatura®?, existe uma possivel perda das vias
aferentes e eferentes entre o figado e o hipotdlamo durante
a cirurgia de transplante de figado, levando a um disturbio
do papel do figado na homeostase metabdlica, o que pode
retardar a saciedade pds-prandial e, portanto, pode influenciar
diretamente o consumo excessivo de alimentos. No entanto,
nenhum dado conclusivo foi estabelecido para determinar se
esse disturbio tem um efeito direto na ingestdo de alimentos
e na massa corporal em pacientes pds-transplante. Esses
dados apontam para alteracdes diferentes das investigadas
neste estudo, indicando que as altera¢des na densidade e
morfologia neuronal hipotalamica podem néo estar diretamente
relacionadas ao ganho de peso encontrado nos pacientes. Além
disso, os animais do presente estudo nao foram submetidos a
nenhuma intervencdo cirdrgica semelhante ao procedimento de
transplante de figado, portanto, mais estudos sdo necessarios
para investigar a densidade e morfologia neuronal em um
modelo animal pds-transplante.

N&o ha consenso sobre estudos que investiguem os efeitos
dos imunossupressores no hipotalamo, mais especificamente
nos nucleos hipotalamicos estudados, quanto ao seu papel
na citoarquitetura nessa area. Porém, na literatura, possiveis
alteragées nos nlcleos hipotalamicos foram citadas parajustificar
a desorganizacdo do controle da fome e saciedade exercida
pelos neurdnios hipotalamicos envolvidos no desenvolvimento
da obesidade®®.

Além disso, com base em modelos experimentais, por meio
dainjecdo de glutamato monossédico em altas concentracdes
em camundongos, foi relatado o rapido ganho de peso dos
animais devido a alta toxicidade causada nas células dos nucleos
hipotalamicos envolvidos com a ingestao de alimentos?*2,

A bula aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) em 29 de outubro de 2015 do medicamento
Cellcept®, utilizado no estudo como tratamento com MMF
informa que nos exames realizados, entre 3% e 10% dos
pacientes tiveram vertigens, depressao, convulsdes, tremores,
neuropatias, alucinagées, delirium, entre outros efeitos
neuroldgicos e, além destes, apresentaram ganho de peso
classificado como muito comum nos casos de transplante
cardiaco e comum quando esses pacientes foram submetidos a
transplante renal e hepatico. No entanto, também foi relatado
que o MMF ndo tem efeito neurotoxico?'s, semelhante ao
grupo MMF do presente estudo.

Além disso, devido aos principios dos 3Rs™, havia algumas
limitagdes quanto a especificidade em causar neurotoxicidade e
comprometimento direto dos niicleos hipotalamicos relacionados
ao controle daingestdo alimentar e, portanto, desencadeamento
da obesidade. Porém, o uso sequencial de animais neste estudo
nao invalida os resultados obtidos no modelo experimental
desenvolvido com animais tratados com TAC e MMF.

Sintetizando, a interacdo medicamentosa entre
imunossupressores e outras drogas pode ser responsavel
pelo quadro neurotdxico de certas regides do sistema nervoso,
favorecendo o ganho de peso e o desenvolvimento da obesidade,
porém estudos pré-clinicos futuros sdo necessarios para
confirmar essa hipdtese.

CONCLUSAO

Os tratamentos com imunossupressores TAC e MMF isolados
nao foram capazes de modificar os aspectos morfoldgicos e de
densidade celular dos nucleos hipotalamicos durante o periodo
de suplementacdo. Além disso, ndo foi observada obesidade
com o protocolo de administragcdo de imunossupressor utilizado.
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