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INTRODUCAO

O enxerto de testiculo constitui um modelo experimental para estudos com rejeicao
imunolégica e imunoprivilégio, com potencial utilizacdo como tecnologia reprodutiva
(HAYASHI et al., 2018). No entanto, a rejeicdo é um problema em qualquer transplante e
limita a sua aplicagdo. Os imunossupressores sao utilizados para evitar a rejeicio em
transplantes em humanos, sendo o tacrolimus e ciclosporina os mais utilizados
(HALLORAN, 2004). Ambos inibem a expressao da interleucina 2 (IL-2), citocina essencial
para ativacao das células T (MACIAN, 2005), que por sua vez atuam no processo de rejeigdo.
No entanto seus efeitos sobre o sistema imune sdo escassos e limitados, como no caso do
linguado Paralichtys olivaceus (XING et al., 2017). Dentro desse contexto, o objetivo deste
estudo foi determinar a agdo imunossupressora do tacrolimus e ciclosporina, administrados
por emulsdes, por meio da expressao da il2 e avaliar sua utilizacdo em enxertos alogénicos

subcutaneos de testiculo na truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss).

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi conduzido na Estagdo Experimental de Salmonicultura/Instituto de
Pesca, Campos do Jorddo, de acordo com o comité de ética animal certificado CEUA-
FMVZ-USP n° 1589150216. As doses de imunossupressores foram baseadas na posologia

para humanos e ajustadas para aplicagdo via emulsao para evitar a manipulagdo didria dos
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animais. Assim, duas doses de tacrolimus (0,5 e 1,5 mg/kg) e duas de ciclosporina (20 e 40
mg/kg) foram preparadas. Os imunossupressores foram dissolvidos em solugdo salina
(0,7%) e misturados com 6leo contendo 1% do emulsificante Arlacel™ 165 na proporcao de
1:1 (4gua-6leo). As quatro doses foram administradas em 4 grupos de 20 animais através de
injecdo intracelomatica. O grupo controle (n=20) recebeu as emulsdes sem imunossupressor.
Amostras do rim cranial de 5 animais foram coletadas 3, 7, 14 e 21 dias ap0s as injegdes a fim
de quantificar os efeitos sobre a expressao de il2 por qRT-PCR.

Na segunda etapa, o tacrolimus foi testado como imunossupressor na rejeicio de
enxertos de testiculo. 15 trutas de seis meses de idade com testiculos imaturos foram
utilizadas como doadores. O testiculo esquerdo foi cirurgicamente removido e fragmentado
em quatro partes, sendo que um destes enxertado num espago subcutdneo na regido dorsal
do proprio doador e os restantes em outros trés receptores. Os receptores (n=45) receberam
injegdes semanais contendo tacrolimus (duas doses) em emulsdo; o grupo controle recebeu
apenas a emulsdo. Cinco animais de cada grupo foram coletados 1, 3 e 5 semanas apds os

enxertos para andlises histologica e de RT-PCR com o gene marcador de células germinativas

grfa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira etapa do experimento, foi verificado a supressdo da expressao da il2
trés dias apos a aplicacdo das emulsdes em todos os grupos tratados. Aos sete dias, houve
uma reducdo da expressdo da il2 no grupo controle em relacdo aos tratamentos e dessa
forma apenas a ciclosporina em sua dose mais alta a reducdo foi significativa. Aos 14 e 21
dias ap6s a aplicacdo de imunossupressores ndo houve alteracdo na expressdo da il2.
Emulsoes sao consideradas agentes adjuvantes que estimulam o sistema imunolégico muito
utilizadas em vacinas (O'HAGAN et al., 2013). Isso justifica a alta expressdo da il2 em trés
dias no grupo controle em relagdo aos tratamentos. Dessa forma, é possivel que efeitos do
tacrolimus durem até sete dias. Outro fato importante foi a mortalidade de animais tratados,
um do grupo de 20 mg kg1, dois do grupo de 40 mg kg de ciclosporina e um no grupo de
1,5 mg kg1 de tacrolimus, podendo ser resultado de efeitos colaterais dos medicamentos. O
tacrolimus possui menos efeitos colaterais que a ciclosporina (HALLORAN, 2004) e
considerando os resultados uma administracido a cada sete dias foi utilizada em enxertos de

testiculo.
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No experimento com enxertos, analises histolégicas revelaram a presenga de cistos de
espermatogonias na primeira e terceira semana tanto no grupo doador como no grupo
tratado com 0,5 mg kg de tacrolimus; tais cistos ndo foram observados nos grupos restantes.
Analises de RT-PCR demonstraram a expressao de grfa no grupo doador e no grupo tratado
com tacrolimus durante os periodos analisados. No grupo sem imunossupressor, este
marcador nado foi amplificado em 60% das amostras 5 semanas apds o enxerto, sugerindo a
auséncia de células germinativas. A andlise conjunta destes resultados implica que o
tacrolimus apresenta maior eficiéncia na dosagem baixa, atuando de modo a evitar ou

retardar a rejeicdo das células germinativas na truta arco-iris.

CONCLUSAO

Estes resultados sugerem que o tacrolimus e a ciclosporina possuem efeito inibitério
sob a transcrigdo de i[2. Além disso, o tacrolimus, principalmente na dose baixa, foi capaz de
evitar/retardar a rejeigdo em enxertos de testiculo, podendo ser utilizado em estudos
envolvendo transplantes em peixes. A otimizacdo dos tratamentos combinando
imunossupressores que inibem outras vias do sistema imunolégico consiste numa alternativa

para evitar a rejeicdo e consequentemente a manutencao alégena das células germinativas.
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