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APRESENTACAO

Apresentamos o terceiro volume do livro “Frente Diagnostica e Terapéutica na
Neurologia”, uma continuacdo relevante e muito bem desenvolvida de artigos compondo
capitulos de um material rico e atual, direcionado a todos académicos e docentes da area
da salde com interesse em neurologia.

Sabemos que a especialidade médica responsavel por trabalhar e analisar os
distdrbios estruturais do sistema nervoso é denominada como neurologia. Do diagnéstico
a terapéutica, todas as enfermidades que envolvem o sistema nervoso central,
periférico, autdnomo, simpatico e parassimpatico, sdo estudadas pelos profissionais com
especializagdoo em neurologia. Além das doengas neuropscicopatologicas, o CID divide as
patologias do sistema nervoso em dez grupos com fins de analise epidemioldgica.

Deste modo, agregamos aqui assuntos relativos aos estudos de base diagnostica
e terapéutica nesse ramo tao interessante da medicina. Oferecemos um breve panorama
daquilo que tem sido feito no pais onde o leitor podera se aprofundar em temas
diversificados tais como ultrassonografia transfontanelar, memoria episddica, Sindromes
neurotoxicas, doenca de kennedy, doencga pediatrica neuropsiquiatrica associada a
infeccdo por estreptococo, epilepsia do Lobo Temporal, deméncia de alzheimer, parkinson,
doenca de Creutzfeldt-Jakob, cefaléia primaria, neurossifilis, necrose avascular de cabeca
femoral, Esclerose mdltipla, hanseniase, autismo, doenca do neurénio motor, hemiparesia
espastica, metastase neoplasica, qualidade de vida relacionada a saude, dentre outros.

Esperamos que o conteudo deste material possa somar de maneira significativa
ao conhecimento dos profissionais e académicos, influenciando e estimulando cada vez
mais a pesquisa nesta area em nosso pais. Parabenizamos cada autor pela teoria bem
fundamentada aliada a resultados promissores, e principalmente a Atena Editora por
permitir que o conhecimento seja difundido em todo territrio nacional.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto



SUMARIO

(071 =11 1 1] N0 X5 [T 1

A IMPOR,T/:\NCIA DA ULTRASSONOGRAFIA TRANSFONTANELAR NA AVALIACAO
NEUROLOGICA DE RECEM-NASCIDOS
Alicce Abreu da Mata
Ana Carla Ferreira Lana e Silva
Bruna Pereira Silva
Flavia de Souza Bernardes
Joédo Pedro Silva Costa Meirelles
Lara Gomes Soares
Luiz Paulo Cotta Garcia
Maria Beatriz Silva Ferreira
Nicole de Souza Bueno
Paula de Souza Bernardes
Tiago Henrique da Fonseca Dutra
Gustavo Bittencourt Camilo

DOI 10.22533/at.ed.1542113011

(07,1 =11 1 1] N0 Y 20T 20

AMNESIA GLOBAL TRANSITORIA: UM CASO DE REINCIDENCIAS
Karla Viana Rezende
Maria Inés Vaz de Oliveira
Matheus Rodrigues de Souza
Emmanuela Bortoletto Santos dos Reis
José Wesley Lemos dos Reis

DOI 10.22533/at.ed.1542113012

CAPITULO 3...eeeeeeeeeeeeeeeesesesssssssessnsssasasasssssssessnsnsasasssssssssssnsasasasssssasensnensasasssssnns 24

ANALISE MORFOQUANTITATIVA DE AREAS CORTICAIS E SUBCORTICAIS DE
RATOS WISTAR TRATADOS COM IMUNOSSUPRESSORES

Djanira Aparecida da Luz Veronez

Daniel Pereira

Elizeu Daniel da Silva Junior

Jéssica Romanelli Amorim de Souza

Leticia Piloto Zatta

Luis Fernando Spagnuolo Brunello

Marcelo Alves Aranha

Matheus Hideki Taborda

DOI 10.22533/at.ed.1542113013

CAPITULO Qeeeeeeeeeeeeeereseneeeseeeennsnsasasanssssssessnsnsasassssssenessnsasasansasassnenensasasssssnns 34

APRESENTAGCAO ATIPICA DE DOENGA DE KENNEDY — ALEM DO NEURONIO MOTOR?
Pedro Nogueira Fontana
Fabiola Lys de Medeiros
Edmar Zanoteli
Carolina da Cunha Correia

DOI 10.22533/at.ed.1542113014



(07,1 =1 1 1 1] W0 Y- J0 T 37

ATUALIZACAO DA DOENCA PEDIATF{ICA~ NEUROPSIOUIATRICA AUTOIMUNE
ASSOCIADA AO STREPTOCOCO: UMA REVISAO SISTEMATICA DA LITERATURA

Caio de Almeida Lellis

Isabela Garcia Bessa

Natalia Guisolphi

Laura Prado Siqueira

Lufsa Oliveira Lemos

Maria Luiza Gonzaga de Oliveira

Kamylla Lohannye Fonseca e Silva

Sara Raquel Souza Silva

Ana Vitéria Rocha Elias Dib

Giovanna Garcia de Oliveira

Maria Antonia da Costa Siqueira

Ricelly Pires Vieira

DOI 10.22533/at.ed.1542113015

(071 =11 1 1] N0 Y- J0Uu T 45

AVALIACAO DA INTEGRIDADE TECIDUAL DO CORPO CALOSO EM PACIENTES
COM EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL

Jéssica Vanessa Rodrigues Diniz

Paula Rejane Beserra Diniz

DOI 10.22533/at.ed.1542113016

[07.Y =11 1 1] N0 Y 200U 54

CINDERELLA SIGN: A NEW NEUROPSYCHIATRIC SYNDROME IN ALZHEIMER’S
DISEASE
Beatriz Rezende Monteiro
Erika Maria Monteiro
Guilherme Barros Gominho Rosa
Joéo Victor Clemente Vieira dos Santos
Leonardo Monteiro Lauria
Licia de Lima Lopes
Manuella de Amorim Silva
Maria Eduarda Cavalcanti Tompson
Igor Silvestre Bruscky

DOI 10.22533/at.ed.1542113017

(07,1 =11 1 1] W0 X : J0N T 56

DESAFIO NO DIAGNOSTICO DAS PORFIRIAS HEPATICAS AGUDAS: RELATO DE
CASO

Karina Lebeis Pires

Déborah Santos Sales

Jodo Schaum de Mendonca Lima

Rayanne da Silva Souza

Francisco Ramon Canale Ferreira

Mariana Beiral Hammerle

DOI 10.22533/at.ed.1542113018




(071 =11 1 1] W0 X JEUu T 62

DESAFIOS DIAGNOSTICOS NA DOENGCA DE PARKINSON EM PACIENTES JOVENS,
COM A FORMA ACINETICO-RIGIDA: RELATO DE CASO

Luana Ribeiro Silveira

Victor Gabriel Alves de Faria

Leandra Amarante Rodrigues Ferreira

Livia Santos Reis

Ana Clara Siman Andrade

Anna Luisa Pereira e Silva

Lorenzo Paganini Merisio Fantin

Marco Anténio Anacleto Rolim

Rafael Andrade Diniz

Jessica Bravin Ferrari

Jefferson Carlos de Faria Soares

DOI 10.22533/at.ed.1542113019

(071 =11 1 1] W0 X5 [ YU 73

DOENCA DE CREUTZFELDT-JAKOB: RELATO DE CASO
Carolina Guimaraes Caetano
Geovana Kloss
Jefferson Carlos de Faria Soares
Fillipe Laignier Rodrigues de Lacerda
Fernanda Milagres Resende Chitarra
Teresa Vilela Pereira
Milene Barbosa Couto
Luiza Carvalho Babo de Rezende
Lucas Nunes Oliveira
André Guimaraes Soares
Rafael Brum Gusmao
Deborah Carolina Gusméao Silva

DOI 10.22533/at.ed.15421130110

CAPITULO 17 cereeeeeereseseseeeeeeseeesssssssasasasesesesssssssssssssasasasasasesssessssesasasssssasasssasasasnes 80

EVIDENCIAS CIENTIFICAS SOBRE A RELACAO DA EPILEPSIA COM CEFALEIA
PRIMARIA: UMA MINI-REVISAO

Gabriel Gomes Oliveira

Rachel Melo Ribeiro

Lucas Rodrigues de Santana

Ana Karynne Marques de Britto

Ana Rita da Silva Nunes

Edgard Barboza de Melo

Yure Mendes Soares

Ana Beatriz Martins de Souza

DOI 10.22533/at.ed.15421130111

(07,1 =11 1] W0 X5 -3 93
LIPOMA INTRACRANIANO COMO CAUSA DE HIDROCEFALEIA E VERTIGEM: RELATO



DE CASO
Thiago Antonio da Silva Fontoura
Guilherme Rhis
Karina Aza Coelho
Alice Marge de Aquino Guedes
Felipe Coelho Soares de Oliveira
Ramail Santos Pouzas
Thais Rodrigues Ferreira
Milena de Oliveira Simdes

DOI 10.22533/at.ed.15421130112

(071 =11 1 1] W0 J5 < TS 96

LEUCOENCEFALOPATIA AGUDA EM HOMEM HIV NEGATIVO COM FTA-ABS
POSITIVO NO LIQUOR

Pedro Nogueira Fontana

Ana Rosa Melo Corréa Lima

DOI 10.22533/at.ed.15421130113

(07, =11 U] W0 J5 1 VT 99

MANEJO MULTIDISCIPLINAR DA DOENGCA DE POMPE: ASPECTOS NEUROLOGICOS,
FONOAUDIOLOGICOS E FISIOTERAPICOS. RELATO DE CASO

Karina Lebeis Pires

Mariana Beiral Hammerle

Tayane Vasconcellos Pereira

Karina Estef da Silva

Aline Xavier Frota

Deborah Santos Sales

DOI 10.22533/at.ed.15421130114

(07 =11 1] W0 X5 1 J0 T 111

NECROSE AVASCULAR DE CABECA FEMORAL: UMA COMPLICACAO GRAVE
E POUCO LEMBRADA DA PULSOTERAPIA EM PORTADORES DE ESCLEROSE
MULTIPLA

Lucas Maia da Costa Eloy Pimenta

Andressa Pimentel Afiune

[tallo de Almeida Pinheiro

Joéo Vitor Percussor Silva

Gabriella Luanda Oliveira Diniz

Denise Sisterolli Diniz

DOI 10.22533/at.ed.15421130115

CAPITULO 16..uereeceeeeeeeeeerseseseessesessssasassssssssssssssssassssssssssssssssasassssssssnsssnsssasssssssessns 117

PERFIL CLINICO-NEUROLOGICO DE PACIENTES COM HANSENIASE
Moacir Pereira Leite Neto
Francisco Marcos Bezerra da Cunha
Heitor de Sa Goncalves
Maria Araci de Andrade Pontes
Isabel Monique Leite Romualdo




DOI 10.22533/at.ed.15421130116

(07X 21 1 U] W0 IR 20 132

SELETIVIDADE ALIMENTAR NA CRIANCA COM TEA
Francisca Andressa Rabelo da Silva Franca
Roberta Alves Costa Torres
Francisca Ririslene da Silva Pinto
Camila Araujo Costa Lira
Aline Paula Chaves
Maria Luiza Lucas Celestino
Francisco Romilson Fabricio Lopes
Alexsandra Silva Thé Lessa
Daniele Campos Cunha
Georgia Maria de Souza Abreu
Mariana Nascimento Cavalcanti Leite
Andreson Charles de Freitas Silva

DOI 10.22533/at.ed.15421130117

(07 =11 11 W0 J5 £ TNUu T 141

SINDROME DE MILLS: UMA VARIANTE RARA DA DOENCA DO NEURONIO MOTOR
Karlla Danielle Ferreira Lima
André Luiz Guimarédes de Queiroz
Hennan Salzedas Teixeira
Marcelo Freitas Schimid
Leonardo Corréa Sousa
Victor Hugo Rocha Marussi
Alex Machado Baéta

DOI 10.22533/at.ed.15421130118

CAPITULO 19....eececeeeeeeeeseseseseeesessssasasssssssesesensssasasssssssssessnsasassssssensssnsasasssssssensns 147

SINDROME DO CONDILO OCCIPITAL: ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E CLIiNICOS
Yan da Silva Raposo
Daniel Isoni Martins

DOI 10.22533/at.ed.15421130119

(07 =11 1 1] W0 151 O 157

SLEEP DISORDERS IN PATIENTS WITH ALZHEIMER’S DISEASE
Guilherme Barros Gominho Rosa
Maria Eduarda Cavalcanti Tompson
Bruna Raphaela Nascimento Silva
Caio Conde Merten
Licia de Lima Lopes
Beatriz Rezende Monteiro
Erika Maria Monteiro
Igor Silvestre Bruscky

DOI 10.22533/at.ed.15421130120




(07 =11 1 1] W0 173 [N 159

TROMBOSE DOS SEIOS VENOSOS CEREBRAIS ASSOCIADA A OTITE MEDIA AGUDA
Rafael Bogarim Ponce
Camila Sugui
Vitdéria Junqueira Nelli Mota
Taciane Cezar de Albuquerque

DOI 10.22533/at.ed.15421130121
SOBRE O ORGANIZADOR........ccccmmmrnmmsnssanssessssssssssssssmssssssssssssssassssssssssssssasssnsns 165

INDICE REMISSIVO.......eureueureesressessessessssssessessessssssessessessessssssessessesssssseasessessssaseaes 166




CAPITULO 3

ANALISE MORFOQUANTITATIVA DE AREAS
CORTICAIS E SUBCORTICAIS DE RATOS WISTAR
TRATADOS COM IMUNOSSUPRESSORES

Data de aceite: 04/01/2021
Data de submissao: 26/10/2020

Djanira Aparecida da Luz Veronez
Universidade Federal do Parana
Curitiba - Parana
http://lattes.cnpq.br/9947917203115255

Daniel Pereira

Universidade Federal do Parana
Curitiba - Parana
http://lattes.cnpq.br/5877342681294989

Elizeu Daniel da Silva Junior
Universidade Federal do Parana
Curitiba - Parana
http://lattes.cnpq.br/7369640162358459

Jéssica Romanelli Amorim de Souza
Universidade Federal do Parana
Curitiba - Parana
http://lattes.cnpq.br/6419110379806519

Leticia Piloto Zatta

Universidade Federal do Parana
Curitiba - Parana
http://lattes.cnpq.br/3530432661644540

Luis Fernando Spagnuolo Brunello
Universidade Federal do Parana
Curitiba - Parana
http://lattes.cnpq.br/5141998221605405

Marcelo Alves Aranha

Universidade Federal do Parana
Curitiba - Parana
http://lattes.cnpq.br/0388408259504051

Frente Diagnéstica e Terapéutica na Neurologia 3

Matheus Hideki Taborda

Universidade Federal do Parana
Curitiba - Parana
http://lattes.cnpq.br/0127603893386488

RESUMO: Convulsédo €é uma alteragdo
subita da fungdo do cortex em resposta a
uma desorganizagdo anormal das células
cerebrais. Clinicamente pode se apresentar
com fendbmenos anormais motores, sensoriais
e psiquicos. O resultado de manifestacoes
recorrentes de crises convulsivas é a epilepsia,
em que ha uma hiperestimulagéo elétrica da
rede neuronal no cértex cerebral. A epilepsia
pode estar relacionada a fatores genéticos
ou diversas outras causas. Estudos recentes
vém demonstrando uma relagdo importante
entre convulsdo e uma classe especifica de
drogas, o0s imunossupressores, principalmente
Tacrolimus. Estudos randomizados prospectivos
demonstraram que 5 a 10% dos pacientes
que fizeram o uso de Tacrolimus ap6s um
transplante de 6rgéo, para prevenir a rejeicao,
desenvolviam convulsdes relacionadas a esse
farmaco. O exato mecanismo celular e molecular
desse efeito neurotdxico do Tacrolimus e do
Micofenolato Mofetil ainda n&o foi descrito. Neste
sentido, o objetivo deste trabalho foi desenvolver
um estudo morfoquantitativo de areas corticais
(frontal, parietal e temporal) e subcorticais
(hipocampo e corpo amigdaldide) em ratos
Wistar submetidos ao uso de Tacrolimus e
Micofenolato Mofetil. Foram utilizados 40 ratos
Wistar, divididos igualmente para compor 4
grupos: grupo Controle (sem administracdo de
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medicacdo), grupo Tacrolimus, grupo Micofenolato e grupo Sham (administracédo de soro
fisiologico). Apbs o periodo de tratamento os animais foram sacrificados, os encéfalos
removidos para preparagdo histolégica do laminario. Todas as laminas preparadas com a
técnica histoquimica de Hematoxilina-Eosina foram analisadas em fotomicroscépio para
analise morfoquantitativa a partir da obtencédo de parametros estereolégicos. As andlises
morfoquantitativas permitiram concluir que nao foram identificadas alteracdes no nimero de
células das regides corticais e subcorticais estudadas. Nao houve alteracdes significativas
na densidade numérica, densidade volumétrica e densidade de area dos corpos celulares
dos neurdnios do cortex frontal, temporal e parietal, bem como do corpo amigdaléide e do
hipocampo.

PALAVRAS-CHAVE: Cérebro; Imunossupressores; Tacrolimus; Micofenolato; Sindromes
Neurotoxicas.

MORPHOQUANTITATIVE ANALYSIS OF CORTICAL AND SUBCORTICAL
AREAS OF WISTAR RATS TREATED WITH IMMUNOSUPPRESSIVE AGENTS

ABSTRACT: Seizure is a sudden change in the function of the cortex in response to an
abnormal disorganization of brain cells. Clinically, it may present with abnormal motor, sensory
and psychic phenomena. The result of recurrent manifestations of seizures is epilepsy, in which
there is an electrical hyperstimulation of the neuronal network in the cerebral cortex. Epilepsy
can be related to genetic factors or several other causes. Recent studies have demonstrated an
important relationship between seizures and a specific class of drugs, immunosuppressants,
mainly Tacrolimus. Prospective randomized studies showed that 5 to 10% of patients who
used Tacrolimus after an organ transplant, to prevent rejection, developed seizures related to
this drug. The exact cellular and molecular mechanism of this neurotoxic effect of Tacrolimus
and Mycophenolate Mofetil has not yet been described. In this sense, the objective of this
work was to develop a morpho-quantitative study of cortical (frontal, parietal and temporal)
and subcortical (hippocampus and amygdaloid body) areas in Wistar rats submitted to the
use of Tacrolimus and Mycophenolate Mofetil. Forty Wistar rats were used, divided equally
to compose 4 groups: Control group (without medication administration), Tacrolimus group,
Mycophenolate group and Sham group (administration of saline). After the treatment period,
the animals were sacrificed, the brain removed for histological preparation of the laminar.
All slides prepared with the Hematoxylin-Eosin histochemical technique were analyzed in
a photomicroscope for morpho-quantitative analysis based on stereological parameters.
The morpho-quantitative analysis allowed us to conclude that no changes in the number of
cells in the studied cortical and subcortical regions were identified. There were no significant
changes in the numerical density, volumetric density and area density of the cell bodies of the
neurons in the frontal, temporal and parietal cortex, as well as in the amygdaloid body and
the hippocampus.

KEYWORDS: Cerebrum; Immunosuppresive Agents; FK506; Mycophenolic Acid,
Neurotoxicity Syndromes.

11 INTRODUGAO

O transplante de 6rgdos no Brasil teve inicio na década de 60 e teve como seu
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primeiro exemplar um transplante renal no ano de 1964, desde entdo houve um grande
crescimento do numero de transplantes realizados e um aprimoramento cada vez maior da
técnica utilizada. Uma das principais dificuldades iniciais ap6s uma cirurgia de sucesso era
minimizar e, se possivel, evitar a rejeicdo do novo 6rgdo pelo organismo receptor.

Com o avanco da tecnologia, da indUstria farmacéutica e desenvolvimento de novos
medicamentos, foram criadas diretrizes internacionais diretrizes a respeito da utilizagéo de
terapia imunossupressora, que é amplamente indicada para reduzir as respostas imunes
dos pés-transplantados ao novo 6rgéo.

Nos dias atuais existe um protocolo de tratamento imunossupressor especifico para
cada tipo de transplante realizado. Os principais sdo: Azatioprina, Ciclosporinas, Tacrolimus
(TAC), Micofenolato Mofetil (MMF), Rapamicina e anticorpos contra receptores de linfocitos
(OKTS3, anti-IL-2R).

No entanto, por melhores que sejam os medicamentos utilizados na terapia
imunossupressora ndo estao isentos de efeitos adversos e complicagbes tardias. A
neurotoxicidade é o efeito colateral mais comum e ocorre em 25% dos pacientes submetidos
a terapia imunossupressora (DHAR; HUMAN, 2011; WIJDICKS, 2001).

Os farmacos Tacrolimus e Micofenolato Mofetil s&o imunossupressores importantes
para evitar a rejeicdo do 6rgéo transplantado. A maior parte do sucesso de transplante
de o6rgéos, principalmente no caso de transplante de figado, se deve principalmente
a associacdo de ambos os farmacos, aumentando a poténcia imunossupressora
(GLANEMANN et al., 2001; VARGHESE et al., 2014).

Estudos demonstram que pacientes em terapia combinada de Tacrolimus
com Micofenolato Mofetil apresentam efeitos neurotdxicos assim como o Tacrolimus
individualmente. Porém, a substituicdo do Tacrolimus por Micofenolato Mofetil em pacientes
transplantados, verificou-se melhora da neurotoxicidade com a administracdo da nova
droga (FROUD et al.; JIMENEZ-PEREZ et al., 2006).

A neurotoxicidade do Tacrolimus é um efeito adverso no sistema nervoso central
conhecido. Em um estudo feito com administracdo de Tacrolimus em 32 casos de
transplante de figado, 7 pacientes (21,9% do casos) apresentaram neurotoxicidade em
trés diferentes dosagens. Os sintomas incluiam cefaleia, tremores, convulsées, confuséo e
psicose (VARGHESE et al., 2014).

A fim reduzir as complicagdes neurolégicas por Tacrolimus & recomendado que
substitua para outros imunossupressores, como o Micofenolato Mofetil (WIJDICKS,
2001). Os efeitos neurotéxicos do Micofenolato Mofetil séo raros e leves, apresentando-se
geralmente como cefaleia e depresséo (ZHANG; EGASHIRA; MASUDA, 2019).

Todavia, a quantidade de pesquisas cientificas relacionando o espectro de a¢do do
Tacrolimus e do Micofenolato Mofetil a diferentes areas corticais e subcorticais do cérebro
e seus efeitos morfofuncionais séo escassas.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho é desenvolver um estudo morfoquantitativo
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do cortex frontal, temporal e parietal, corpo amigdaloide e hipocampo em ratos Wistar
submetidos ao uso de Tacrolimus e Micofenolato Mofetil.

21 METODOLOGIA

Foram utilizados quarenta ratos Wistar (Rattus novergicus albinus, Rodentia,
Mammalia), machos, 70 dias de idade, com peso entre 300 e 350 gramas, fornecidos pelo
Biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana. Os animais
permaneceram durante todo o periodo em que se desenvolveu a pesquisa, alojados em
gaiolas apropriadas (em grupos de 5 animais) em biotério, com ciclos diurno/noturno de
12 horas, temperatura ambiente de 26 + 1°C, umidade de 45% e com agua e racgao para
ratos ad libitum. ApOs este periodo, os ratos foram aleatoriamente classificados em quatro
grupos, cada um contendo 10 animais: I) Controle — Sem administracéo de medicacéo; Il)
Tacrolimus - Administracdo de uma dose diéria de Tacrolimus (1mg/kg peso) diluido em SF
0,9%, via gavagem; lll) Micofenolato — Administracdo de uma dose diaria de Micofenolato
Mofetil (30mg/kg peso) diluido em SF 0,9%, via gavagem ; IV) Sham - Administracdo de SF
0,9% fornecidos aos grupos Il e 1V, via gavagem.

Administracao das drogas

Os medicamentos, Tacrolimus e Micofenolato Mofetil, foram diluidos em solugédo
fisiologica 0,9% imediatamente antes de sua utilizagdo. Para fins de padronizagéo, as
diluicoes foram realizadas seguindo 0 mesmo protocolo: 9mg de Tacrolimus diluidos em 7ml
de SF 0,9%, perfazendo 1,28mg/ml; 500mg de Micofenolato Mofetil (1 comprimido) diluidos
em 30ml de SF 0,9%, perfazendo 16,7mg/ml. Apés a diluicdo, o volume oferecido aos
animais foi semelhante entre os grupos, bem como no grupo SHAM, nunca ultrapassando
0,7ml, com o intuito de reduzir a possibilidade de refluxo do material instilado.

Os medicamentos e/ou placebo foram administrados via gavagem. Para tanto, os
animais foram imobilizados por meio da preensdo manual de sua regido dorso cranial e
cauda, garantindo assim que os mesmos permanecessem imoveis durante o procedimento.
A sonda de gavagem, acoplada a uma seringa de 1ml (contendo o material a ser injetado)
foi introduzida delicadamente via cavidade oral, passando pelo eséfago para finalmente
chegar ao estdmago. Apoés verificar a passagem da sonda no trato digestivo, a solugéo foi
delicadamente injetada, evitando assim o refluxo da mesma, bem como desconforto ao
animal.

Os animais experimentais foram acompanhados por um periodo de 14 semanas.
Durante este periodo foram semanalmente pesados para que a dose dos medicamentos
utilizados fosse ajustada conforme o peso. Durante o processo os animais receberam
identificacdo em sua cauda, com isso foi possivel individualizar a dose adequada a cada

animal.

Frente Diagnéstica e Terapéutica na Neurologia 3 Capitulo 3



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

material para analise.

Coleta do material para analise histolégica

Para a realizagdo do procedimento cirrgico os animais foram anestesiados com
uma associacgdo de Xilazina (5mg/kg) e Cetamina (100mg/Kg) intraperitoneal.

Ap6s o sacrificio dos animais, foi realizada decapitacdo por meio de guilhotina
manual para, posteriormente, executar a trepanacdo e remogao dos encéfalos utilizando
bisturi (lamina 24), tesoura curva, espéatula metélica e tesoura com ponta pequena. Logo
apds a coleta, estes foram fixados em solugdo 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 o momento da emblocagem em
resina Paraplast®.

Para microtomia e realizagdo da coloracédo histologica foram realizados cortes
aleatérios e uniformemente isotrépicos (AUI) dos encéfalos, utilizando o micrétomo
Gebrauchshin weise fur Minot-Mikrotom, modelo 1212 da empresa E. Leitz Wetzlar para
obtencéo dos cortes com 7um de espessura.

As areas especificas do Sistema Nervoso (cortex do lobo frontal, temporal,
parietal, corpo amigdaloide e hipocampo) 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).

Para coloragéo de HE foi utilizado o protocolo classico com algumas adaptagdes.
As laminas foram colocadas, por um minuto, em solu¢do Hematoxilina Harris. Em seguida,
foram lavadas em agua corrente por 10 minutos. Posteriormente, as laminas foram lavadas
em agua destilada duas vezes consecutivas (5 minutos cada). Apds este procedimento,
foram impregnadas com Eosina-Floxina por 45 segundos. Esse material foi imediatamente
lavado com agua destilada para que na sequéncia fosse desparafinado, desidratado e
colocado na lamina. Ap6s corado e lavado adequadamente, o material foi montado em
laminas utilizando Entellan®.

Foram feitos cortes coronais aleatérios e uniformemente isotrépicos (AUI) dos
encéfalos, com 7 ym de espessura obtidos a partir dos blocos para processamento da
técnica histoquimica de H/E (Hematoxilina de Harris e Eosina/Floxina).

Morfoquantificacao

Todo laminario foi fotodocumentado no Laboratério Multiusuario de Microscopia de
Fluorescéncia Convencional e Confocal (Universidade Federal do Parana/Setor de Ciéncias
Biologicas) e essas imagens foram obtidas utilizando a cdmera Cool Cube 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
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software VsViewer® (Metasystems, Altlussheim, DE).

Posteriormente, as imagens obtidas foram trabalhadas no software VsViewer® com
aumento de 30 vezes, tendo como objetivo a selecédo e obtencéo do local desejado para
analise em cada corte, com aumento e precisdo adequados para o ajuste das mascaras
para exatidao de localizagéo e as grades do dissector fisico, destinados a delimitar a area
de quantificagéo. Para esta captagao, foi utilizado Ultrabook Asus S550C conectado a um
monitor de video Hewlett Packard Elite Display E241i no qual houve a distingdo entre as
areas estudadas nos hemisférios cerebrais, gerando imagens distintas para cada antimero.
Com a ajuda do software Photoshop CS 6Extended® (Adobe), foram criadas mascaras
(baseadas nas imagens 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 ym,
especifico para a morfoquantificagéo.

Para a quantificagéo estereolbgica dos corpos celulares dos neurdnios foi utilizado
o Principio do Dissector Fisico. Este sistema impde a aplicagdo de uma moldura formada
por uma linha proibida e por outra permitida, delimitando uma &rea de 40.000 ym?, onde
sd@o contabilizados apenas os corpos celulares dos neurbénios do plano superior que se
encontram dentro da moldura ou tocando a sua linha permitida.

Foram determinados os seguintes parametros estereologicos dos corpos celulares
dos neurdnios como: densidade numérica (Nv) e densidade de area (Na).

A quantificacédo foi obtida manualmente com auxilio do software Image J® onde
foram selecionados e identificados todos neurénios no dissector fisico, sempre a partir
das linhas de quantificacéo e suas restricbes. Para a contagem estereologica foi utilizado
o Sistema-Teste M* constituido por um conjunto de linhas e pontos que sobreposto a
imagem morfolégica bidimensional fornece parametros tridimensionais.

Foram determinados os seguintes parametros estereol6gicos (densidade numérica,
densidade volumétrica e densidade de area) dos corpos celulares dos neurénios do cortex
dos lobos cerebrais, frontal, temporal e parietal, corpo amigdaloide e hipocampo.

A analise estatistica entre os grupos Controle, Sham, Tacrolimus e Micofenolato
foram testadas utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguindo o teste
de Mann-Whitney para testar possiveis diferencas entre os grupos. Foi considerado
significativo o indice de significancia maior ou igual a 0.05.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, foi utilizado um modelo experimental com a finalidade
de observar a quantificacdo dos neurbnios de areas corticais e subcorticais em ratos
Wistar machos tratados ou ndo com os imunossupressores MMF e TAC. Desta forma, foi

constituido o grupo Controle, sem administracdo de medicagdo; o grupo Tacrolimus com
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a administracdo de uma dose diaria de TAC (1mg/kg peso) diluido em solugéo fisiologica
0,9%; o grupo Micofenolato com a administracdo de uma dose diaria de MMF (30mg/kg
peso) diluido em solugéo fisiologica 0,9% e o grupo Sham com a administracéo de solucao
fisiologica 0,9%. Sendo utilizada a via gavagem para os grupos Tacrolimus, Micofenolato
e Sham.

O método estereolbgico para o estudo morfoquantitativo dos corpos celulares dos
neurdnios demonstrou ser eficiente para aquisicdo da densidade neuronal e nimero total
de neurOnios de areas corticais e subcorticais para posterior comparacao entre ratos
Wistar ndo tratados e tratados com os imunossupressores, TAC e MMF. No entanto, devido
a distribuicdo neuronal anisotropica do tecido nervoso, ndo foi possivel a obtencdo da
estimativa volumétrica de regido estudada.

Nao foi encontrado na literatura protocolo de pesquisa semelhante para analise dos
efeitos dos imunossupressores, TAC e MMF nas regides do lobo frontal, temporal, parietal,
hipocampo e corpo amigdaloide de ratos Wistar e a relacao com a neurotoxicidade.

Nesta pesquisa experimental, apés andlise estatistica, ndo foi evidenciada perda
neuronal em nenhum dos grupos estudados, em todas as regides corticais e subcorticais
estudadas. Provavelmente, isso ocorreu pelo fato de que os animais experimentais nao
foram tratados com uma dose e um tempo suficiente para produzirem efeitos neurotéxicos
esperados.

Torna-se importante ressaltar que ndo houve manifestagdes clinicas nos animais
experimentais que apontassem neurotoxicidade. Da mesma forma, nao foi identificado
morte neuronal.

A principio, no desenvolvimento dessa pesquisa experimental esperava-se
encontrar alteragcdes morfoquantitativas nos neurdnios do cértex frontal, temporal, parietal,
em comparacao aos grupos controle e Sham. Entretanto, ndo houve diferenca significativa
nos resultados estereoldgicos que pudessem corroborar com estudos desenvolvidos por
Glanemann et al. (2001); Anghel et al. (2013) e Varghese et al. (2014).

Ha suspeitas de que o Tacrolimus possa causar alteragdes na barreira
hematoencefalica devido a ocorréncia de vasoconstricdo devido ao aumento de endotelina
e apoptose de células endoteliais (ANGHEL et al., 2013).

O Tacrolimus € um antimicrobiano macrolideo isolado do Streptomyces tsukubaensis.
Assim como a ciclosporina, seu mecanismo de ac¢do se d4 pela inibicdo da calcineurina.
Porém, se difere por se ligar & imunofilina FKBP e néo a ciclofilina. E utilizado principalmente
para prevenir rejeicéo de 6rgaos apos transplante. Dentre os efeitos adversos, se destacam
neurotoxicidade (tremor, cefaleia, disturbios motores e convulsdes), nefrotoxicidade,
disturbios gastrointestinais e metabolicos (BECHSTEIN, 2000; WIJDICKS, 2011; RANG et
al, 2012).

Segundo Baldini (2010), um dos principais efeitos adversos do Tacrolimus é a

neurotoxicidade. O Tacrolimus pode causar tremor leve em cerca de 35-55% dos pacientes
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que fazem o uso da droga. Ndo tdo comum, mas também pode levar a uma sindrome
chamada de leucoencefalopatia reversivel posterior, que se caracteriza por apresentar
cefaleia, alteragdes visuais e convulsbes, € uma sindrome de hipertensao aguda.

Estudo desenvolvido por Sevmis (2007), em relacdo ao uso de Tacrolimus
intravenoso, foi observado manifestagcbes como mutismo, encefalopatia, convulsoes,
alteracbes neurolbgicas focais e até mesmo coma. Esses efeitos neurotoxicos foram
corroborados por Butcher (1997) que relatou que, geralmente, esses efeitos neurotdxicos
s&o reversiveis com mudanca para via oral ou diminuigéo da dose.

O Micofenolato Mofetil &€ um derivado semissintético de antibiotico fungico. Essa
droga se converte em acido micofendlico e atua inibindo a enzima inosina monofosfato
desidrogenase, responsavel pela sintese de purinas nos linfécitos B e T. Como as purinas
fazem parte da via de metabolizacdo dessas células, o farmaco gera supressdo da
proliferacéo dos linfocitos T e B e também reduz a producgéo de linfocitos T citotoxicos. Tem
acao razoavelmente seletiva. Possui efeitos adversos relacionados ao trato gastrointestinal
(RANG et al, 2012).

Apesar de nao apresentar tantos efeitos neurotdéxicos como o Tacrolimus, foi
relatado alguns efeitos adversos do Micofenolato Mofetil em relagcdo ao sistema nervoso
central. Entre eles estdo: dores de cabeca, tremores, fraqueza, tontura, agitacdo, confuséo,
depressdo, sonoléncia, dorméncia, ansiedade, alteragcbes de pensamento e humor,
espasmos musculares e até mesmo convulsées em casos mais graves.

Estudos recentes vém demonstrando uma relagdo importante entre convulsédo e
uma classe especifica de drogas, os imunossupressores, principalmente do Tacrolimus.
Estudos randomizados prospectivos mostram que 5 a 10% dos pacientes que fazem o
uso de Tacrolimus apés um transplante de 6rgéo, para prevenir a rejeicao, desenvolviam
convulsdes relacionadas a esse farmaco. O exato mecanismo celular e molecular desse
efeito neurotéxico do Tacrolimus ainda nao foi descrito, mas ha fortes evidéncias que o
Tacrolimus estimula fibras paralelas de células piramidais do ndcleo coclear dorsal, o que
poderia estar relacionado com o aparecimento de zumbidos (SEVMIS, 2007; ANGHEL,
2013).

O estudo desenvolvido por Asai et al., (1999) relatou que altos niveis de calcineurina
podem levar a morte neuronal. Desta forma, diversas terapias com imunossupressores
inibidores de calcineurina tentam substitui-las, quando possivel, ou associar essas drogas
a outras que ndo apresentam efeitos neurotédxicos, como é o caso do MMF, que segundo
Mukherjee (2009) e Anghel et al. (2013) nédo 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, depressédo, convulsédo, 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
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comum quando estes pacientes foram submetidos a transplante renal e hepatico.

A auséncia de alteragcbes morfoquantitativas dos neurbnios de areas corticais
e subcorticais nos diferentes grupos estudados nédo confirma notoriamente auséncia
de efeitos dos imunossupressores no Sistema Nervoso Central. Desta forma, outros
métodos investigativos tornam-se necessarios para avaliar os efeitos neurotoxicos dos
imunossupressores em diferentes regides do encéfalo.

Estudos futuros podem incluir o uso de imunohistoquimica para incluir novos
parametros nas andlises, assim, como o uso de doses neurotdxicas para melhorar a

acuracia das analises nos animais experimentais.

41 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo experimental permitiu concluir que nao
foram identificadas alteragdes no nimero de células das regides corticais e subcorticais
estudadas. N&o houve alteragdes significativas na densidade numérica e densidade de
area dos corpos celulares dos neurénios do cortex frontal, temporal e parietal, bem como
do corpo amigdaloide e do hipocampo.
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