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RESUMO:

O conhecimento sobre a tolerdncia associada & pratica de transfusdo
sangiiinea que antecede alguns alotransplantes ainda ¢ bem limitado. Utilizando-se um
modelo de alotransplante em camundongos, investigou-se a importancia da via de
administracio do sangue do doador sobre a manutengdo do 6rgéo transplantado,

observando-se os aspectos macroscopicos e histopatologicos.

Camundongos machos A/J (A) de haplotipo H-2°, usados como receptores,
foram inoculados com salina ou sangue de machos de linhagem doadora C57BL/6 (B6)
de haplotipo H-2°, pelas vias intravenosa (V. L) e oral (V.0.). Apos uma semana grupos
de 10 animais receberam auto ou alotransplantes na orelha com tecido cardiaco de
recém-nascidos (A) e (B6), ¢ foram observados quanto ao aspecto macroscopico da
inflamagdo e o batimento cardiaco. Em dias determinados (5, 10, 15 e 20), retirou-se as

orelhas contendo o transplante para estudos histopatologicos.

Dados macroscopicos permitiram  distinguir  algumas  caracteristicas
inflamatorias da rejei¢do ou aceitagio do transplante. O monitoramento do batimento
cardiaco dos tecidos transplantados foi realizado como um dos indicadores da
sobrevivéncia dos transplantes. Assim, nos alotransplantes de animais inoculados com
sangue por via oral os batimentos cardiacos foram observados durante 5 dias ¢ 0 tecido
cardiaco permaneceu visivel até o 20° dia, enquanto nos alotransplantes de animais
inoculados por via intravenosa os batimentos cardiacos foram observados durante 2-dias
e o tecido permaneceu até o 15° dia. Nos animais submetidos aos isotransplantes, os

batimentos cardiacos foram observados de forma permanente por mais de 100 dias.



Na analise histopatologica, a observagdo dos infiltrados celulares e tecidos
associados definiram o perfil de aceitagio e rejeigdo do transplante. As alteragdes
resultantes da inoculagio do sangue permitiram sugerir que havia uma redugio da
rejeigio quando o sangue fol administrado pela via oral, e uma aceleragdo da rejeigao
quando o sangue foi administrado pela via intravenosa. Nos isotransplantes, a aceitagio
do tecido cardiaco foi marcada por uma inser¢do homogénea do tecido transplantado e
auséncia de infiltrados celulares, caracterizando a isogenia dos camundongos da

linhagem receptora.



INTRODUCAO

O estudo da aloimunizagio representa hoje, uma das abordagens de
interagdo do conhecimento bioldgico-médico das mais promissoras para a afirmacio da
Imunologia como uma ciéncia precisa tanto na sua fundamentagdo basica como na sua

aplicagdo clinica.

A aloimunidade ¢ compreendida como a resposta imune de um individuo
de uma espécie contra um antigeno de outro individuo da mesma espécie. Os principais
sistemas  alotipicos estdo associados as hemacias, ao complexo principal de
histocompatibilidade e as imunoglobulinas humanas. A aloimuniza¢io propriamente dita
pode ser observada no homem em situagdes particulares como: em casos de gravidez,
nas transfusbes sangiiineas ou nos transplantes de orgdos. Nessas condigdes, uma
imunizagdo se produz contra um ou mais aloantigenos presentes nas células de um
individuo doador ou nas substincias que estas células secretam, que normalmente estdo
ausentes no individuo receptor. As conseqiiéncias dessa manifestacio imune poderdo
aparecer respectivamente, em alguns casos a partir de uma segunda gravidez, apoés
transfusdes Sanguiﬂeasrrepetidas, ou passados alguns dias ou semanas da realizagfo de

um transplante (CORDELIER, 1984).

Um denominador comum nesses processos de aloimunizagio diz respeito
as diferencas entre os individuos, normalmente representadas pelo polimorfismo genético
no seio de uma mesma espécie animal.

Entre os primeiros relatos alusivos aos transplantes fala-se de
intervengdes lendarias feitas na China entre os séculos 2 AC. e 2 D. C, com destaque

para o meédico PIEN CH'TAO que teria realizado cirurgias sem dor e, o mais

14



extraordinario, havia trocado coragdes de pacientes. Também na China, o medico
HUAN T’ fez transplantes de tecidos e 6rgdos (TIZARD, 1995).

Em relatos do ocidente aparecem entre outros a figura de
TAGLIACOZZI, (1597) cirurgiio de Bologna, que escreveu: “a carateristica singular
do individuo leva-nos a uma total dissuasdo da possibilidade de realizar este trabalho (um
transplante de tecido) em uma outra pessoa”. Ele se fundamentara no sucesso da
reparagdo de um nariz no qual havia feito um autoenxerto, tendo usado um pedago de
tecido retirado do brago do préprio paciente (um procedimento ainda empregado até
hoje); em detrimento de procedimentos similares realizados com doadores alogeneicos,
que resultaram em insucessos. Nio se sabe o que estimulou TAGLIACOZZI escrever
nessas palavras uma previsdo de, exatamente trés séculos antes de serem firmemente
estabelecidas as bases biologicas da individualidade. A medicina ainda vivia uma mistura
curiosa de ciéncia primitiva e superstigdo, existindo portanto muitas historias de
transplantes de tecido. Casos de transplantes miraculosos foram registrados, como o dos
Santos Cosme e Damido, dois martires do cristianismo, que retiraram a perna de urﬁ
doador da raga negra recém morto implantando-a em um receptor da raca branca que
sofrera amputacao ( APUD SILVERSTEIN, 1989).

Era grande o fascinio do homem pela possibilidade de recuperagdo das
fungdes perdidas de orgdos deficientes ou doentes. HUNTER, (1750) realizando
trabathos nessa abordagem, inclusive com transplantes de dentes molares, langou a teoria
do “principio vital” na qual sugeria que o enxerto seria mantido vivo pelo “suco” tissular
do receptor, até que a vascularizagio chegasse ao enxerto (APUD SILVERSTEIN,

1989).

O espago de tempo compreendido entre o final do século passado e ©
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inicio do século XX foi marcado por grandes avangos da Microbiologia e Imunologia e
naturalmente da Medicina, fundamentados especialmente pela visionaria Teona dos
Germes formulada por LOUIS PASTEUR, (1887). Em paralelo com os estudos de
tantos pesquisadores ilustres que desvendaram as bases das teorias celular ¢ humoral da
imunidade, muitas foram as investigagdes vo_ltadas para o entendimento da
transplantagio de tecidos, vinculadas principalmente aos estudos com modelos
experimentais de tumores. Esses trabalhos representando uma década de investigagdo,
foram sumarizados em um livro de GEORG SCHONE. Nele, o autor com base em mais
de 500 referéncias, deixou claro que as pesquisas em tumores tinham ja estabelecido em
1912 as regras gerais que governavam a aceitagdo ou rejeigio de transplantes de
tumores. Sugeriu inclusive o termo “imunidade dos transplantes”, na crenga de que as
bases dessas regras estavam no contexto da imunologia, 0 que resultou nas “leis dos

transplantes” como entendemos ainda hoje:

1- O transplante entre espécies diferentes (heteroplastico = xenogeneico) invariavelmente

¢ rejeitado.

2- O transplante entre membros ndo relacionados da mesma espécie (homoplastico =

alogeneico) usualmente € rejeitado.
3- O autoenxerto invariavelmente sera sempre aceito.
4- O transplante primario em um receptor alogeneico sera rejeitado tardiamente.

5- Um segundo transplante em um receptor que tinha rejeitado um transplante do mesmo
doador, ou de um primeiro transplante em um receptor que tinha sido pré-imunizado

com material do doador do tumor, terd uma rejei¢do acelerada.
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6- Um intimo “relacionamento sangtiineo™ entre doador e receptor, favorece a aceitagio

do transplante { APUD SILVERSTEIN, 1989).

Nos processos de transfusdes sangiiineas, que a séculos o homem vem
estudando as suas dividas (LEGRAND, 1988; WICK, 1989), também ocorre reagdes

de aloimunizagdo como nos transplantes.

Por volta do ano de 1900, KARL LANDSTEINER descobriu os grupos
sangiiineos a partir da demonstragdo de diferentes isoaglutininas ocorrendo naturalmente
nas hemacias humanas, denominando de sistema ABO. Com a continuidade desses
estudos por LANDSTEINER e por diversos pesquisadores, outros sistemas de
marcadores alogeneicos dos eritrocitos foram identificados, como os sistemas Rhesus,
Lewis, Kell, Duffy, etc., numa relagio que hoje ja ultrapassa mais de 30 marcadores. Tais
estruturas alogeneicas obedecem um controle genético para sua expressio e sdo
considerados como potenciais antigenos para a estimulagio de aloimunidade. Assim o
sucesso das transfusdes sangiiineas dependeria dos grupos eritrocitarios do doador e do
receptor. LANDSTEINER na sua conferéncia do Prémio Nobel, em 1931, levantou a
hipétese que analogos dos eritrocitos poderiam estar implicados no sucesso dos

transplantes de outros tecidos (APUD SILVERSTEIN, 1989).

Motivados pelo envolvimento genético dos achados com tumores
experimentais e dos marcadores eritrocitarios, muito foi investido pelos geneticistas.
GEORGE D. SNELL, (1935) preocupado com a homogeneidade genética dos anmimais
de laboratdrio, na busca de uma linhagem de camundongos isogénicos, desenvolveu
junto ao Laboratério Jackson, nos Estados Unidos, a criagio de linhagens de

camundongos congénitos. E assim pdde descobrir um locus intimamente relacionado
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com a rejeigdio de transplantes que ele chamou de H (para histocompatibilidade).
Simultaneamente na Inglaterra, PETER GORER descobriu um anticorpo hemaglutinante
para um marcador denominado de antigeno II cujo gene estaria localizado no locus H
definido por SNELL, surgindo assim a nomenclatura H-2 que representa o complexo

principal de histocompatibilidade do camundongo (APUD SILVERSTEIN, 1989).

A presenga desse mesmo complexo génico em humanos foi descoberto
progressivamente, ¢ em 1958, JEAN B. G. DAUSSET descreveu um antigeno
leucocitario ao qual estav\*am vinculadas numerosas especialidades. O conjunto foi
chamado de HLA, mas apenas em 1965 DAUSSET, por um lado ¢ VAN HOOD por
outro, demonstraram que esses antigenos intervinham nos mecanismps de rejeicdo de
transplantes. Estudos de BENACERRAF, 1967 ampliaram o significado do sistema
MHC estabelecendo que os genes deste complexo controlavam a habilidade de um

animal montar uma resposta imune para um antigeno (APUD SILVERSTEIN, 1989).

Fica notorio que as transfusGes sangiineas antecederam qualquer
conhecimento sobre os grupos sangiiineos (ABO) e fator Rh, bem como os transplantes
clinicos comegaram antes de se conhecer o complexo principal de histocompatibilidade
representado pelo HLA em humanos e pelo H-2 em camundongos (MOLLER et
al.1985). Em conseqiiéncia destes fatos, muitos pacientes morreram por hemolise nas
transfusdes incompativeis, e foram muito freqientes os fendmenos de rejeicdo nos

transplantes alogeneicos.

Por ocasiio da segunda guerra mundial a perda de um grande contingente
de soldados que apresentavam Obito com queimaduras graves, apds a realizagio de

inameros transplantes de pele foi o que impulsionou o estudo dos transplantes no tempo
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contemporineo, embora as tentativas de transplantagio remontem a antigiiidade. Foi
nesse contexto que PETER MEDAWAR ficou interessado pelos transplantes de pele,
sendo convocado pelo Comité de Guerra Britdnico para explorar a questdo,
primeiramente aésociado a investidas clinicas com THOMAS GIBSON, ou entdo usando
animais de experimentagdo no seu laboratorio. Em trabalho descrevendo experimentos
sobre uma vitima de queimaduras através de bidpsias seriadas, GIBSON e MEDAWAR,
(1943), reafirmaram informagdes importantes do comportamento de autotransplantes,
homotransplantes e alotransplantes, e destacaram a pouca evidéncia de uma estrita
“reagdo celular local” nos processos de rejeigdo. Esses dados também permitiram aos
autores sugerir sobre a participagdo de mecanismos ativos de imuniza¢do na destruigdo

da epiderme estranha (APUD SILVERSTEIN, 1989).

Em trabalhos subsequentes, MEDAWAR, (1945), cuidadosamente
definiu os pardmetros pertinentes de tempo, dosagem, especificidade, 1° e 2° eventos de
rejeigdo, bem como as mudangas clinicas e histologicas que acompanham a rejei¢do de
transplantes. Nesses estudos havia redescoberto as leis da transplantagio e, mais que
isso, tinha convincentemente demonstrado que o processo de rejeigio se originava
sistemicamente e ndo localmente. Em 1946, MEDAWAR demonstrou que na rejeigdo do
transplante de pele ndo existe a formagdo de anticorpos contra os eritrocitos do doador;
por outro lado a imunizagio com hemacias do doador ndo conferia uma imunizagdo
significativa contra a pele, como aquela obtido pelos leucocitos do doador, e que a
inoculagdo intradérmica de leucocitos era 18 vezes mais efetiva que a imunizagfo pela

via intravenosa (APUD SILVERSTEIN, 1989).

Entre outros estudos de MEDAWAR, sio destacados: a nog3o de que a

imunidade podia ser induzida por células mortas e mesmo por extratos celulares, abrindo
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assim a possibilidade de transplantes com tecido morto, € a observagio da reagdo do
enxerto-contra-hospedeiro MEDAWAR et al, (1956). Enfim, com base no balango das
evidéncias sugeria MEDAWAR et dl., (1957) que a imunidade no transplante de pele e
as reagdes de hipérsensibilidade do tipo tardia eram reagoes fundamentalmente celulares
e ndo humorais, ¢ que dependiam da ativagio, expansdo e engajamento periférico das

células linfoides (APUD SILVERSTEIN, 1989).

Um dos trabalhos mais importantes para o carater imunolégico dos
transplantes, foi © realizado por OWEN et dal, (1945), sobre as consequiéncias
imunolégicas de anastomoses vasculares naturais estabelecidas entre bezerros gémeos no
Gitero materno. OWEN mostrou por testes sorologicos que esses animais eram quimeras
de eritrocitos, pois possujam misturas das proprias hemacias com as hemacias do seu
gémeo, porem ndo produzia isoanticorpos contra 05 componentes estranhos. Foi no
laboratorio de MEDAWAR, (1952, 1953) que se demonstrou entre os dois bovinos, a
auséncia de rejeigio de pele de um para o outro, reforgando a idéia do fenbmeno de

tolerancia imunologica (APUD SILVERSTEIN, 1989).

Com o conhecimento das bases genéticas que determinam o processo de
aloimunizagdo, temos hoje definido que em fungio do polimorfismo genético de uma
mesma espécie animal (diferentes sistemas como MHC, ABO e outros antigenos
menores), os transplantes de tecidos ou oOrgdos provenientes de um doador
geneticamente diferente (alotransplante) irdo induzir uma reacdo de imunidade especifica
provocando uma reagao inflamatoria que culmina com a destruicio do tecido
transplantado - a reagdo de rejeicdo. Esse quadro de rejeigdo pode ser evidenciado com
diferentes manifestagdes clinicas ¢ histopatologicas que foram nomeados cOMmMo. as

rejeigdes hiperagudas sao mediada por anticorpos preexistentes; as rejeighes agudas sdo
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mediadas por anticorpos e células produzidos contra o transplante; as rejeigdes cronicas
sdo mediadas em geral pelo misto da presenca de anticorpos e de reagdes celulares

contra o transplante (APUD SILVERSTEIN, 1989)

RejeigSes hiperagudas foram observadas quando se iniciaram o0s
transplantes de orgdos porquanto ndo se levava em consideragdo o sistema ABO
(STARZL et al. 1964). As barreiras do sistema ABO muitas vezes podem ser as
responsaveis pelo insucesso dos transplantes de rim, figado ou coragio (FISCHEL et al.
1989). Em transplantes cc‘)m incompatibilidade sangiiinea, RAMSEY et al, (1984),
observaram hemolises na maioria dos pacientes, provocada por uma reatividade contra o

transplante.

A rejei¢do hiperaguda pode ocorrer apds a anastomose entre os vasos do
drgio transplantado, ocasionado pela presenga de anticorpos pré-existentes do receptor
contra as células endoteliais do enxerto que podem expressar tanto MHC de classe 1
quanto MHC de classe II. A rejeigio aguda que resulta de uma resposta imune ativé,
pode ocorrer dentro de dias ou semanas apds o transplante. A rejeigdo cronica pode ser
caracterizada pela fibrose tanto a nivel vascular quanto intersticial. A causa da fibrose
pode ser devido a repetidos surtos de rejeigdo aguda com substituicio de tecido
necrosado por tecido fibroso (NEUBERGER & ADAMS, 1993). No processo
inflamatorio agudo de um transplante ocorre o envolvimento de INKFy e TNF,
provavelmente responsaveis pelo aparecimento de infiltrado mononuclear (LIN ef al

1993).

Segundo SCHULZ ef al., (1995), a proporgio de células CD8 e CD4 no

focal do transplante, por ocasido de uma rejei¢do aguda pode ser de 3:1.
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Estudos mais recentes sugerem que em xenotransplantes, a rejeicdo
hiperaguda pode ser acelerada, principalmente pela presenca de anticorpos da classe IgM
reativos com as substincias estranhas e posterior ativagio do sistema complemento (Hori

et al. 1997).

As reagdes imunologicas que ocorrem em transplantes s&o principalmente
do tipo celular e ndo humoral, com o envolvimento de células T, no local do transplante.
Predominam as células T CD4+ CD8-, com prevaléncia do circuito Thl devido a

ativagio celular ocorrida (SHIRWAN ef al,, 1993).

quante um certo periodo, também se constatou que as principais causas
do fracasso dos transplantes ndo eram as rejeigdes e sim a ma preservagdo dos orgios do
doador até chegar ao receptor, circunstdncias que propiciam desde infecgOes até
complicagbes vasculares como anastomoses e conseqientes isquemias. O uso de
crioprotetores e oufras drogas para a preservagio dos orgdos, tém diminuido esses
entraves (NEUBERGER & ADAMS, 1993). Conhecidas as condigdes otimas de
manutengio dos Orgios a serem transplantados, os cirurgides tém-se aperfeigoado
quanto as técnicas cirargicas (LAFFERTY ef a/.1983; HEDRICH, 1990; LIN ef al.
1993). Entretanto persiste ainda o desafio representado pela barreira rejeigdo, que deve

ser evitada ou mintmizada. (TANAKA ef al. 1993, LAZAROVITS et al 1993).

A rejei¢do nfio tem sido considerada o principal problema numa série de
transplantes de figado. A principal causa tem sido atribuida as infecgdes decorrentes do
uso de imunossupressores. Estudos recentes apontam para o nio funcionamento inicial

do orgdo que resultam em complicagdes vasculares (NEUBERGER & ADAMS, 1993).

Nos transplantes ectOpicos e de pele, tem sido considerada uma rejei¢@o
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quando a perda do tecido transplantado ocorre apés o quinto ou sétimo dia. Se houver
perda de tecido antes desse periodo, podera ser por falhas cirirgicas, ma conservagdo
dos orgios ou infecgdes. Em animais isogénicos, sdo considerados aceitos apoOs cem
dias da sobrevivéncia do dérgio ou pele transplantados (LAFFERTY er al. 1983,

HEDRICH, 1990).

Ha hipoteses que reagdes vigorosas de rejeigao a aloenxertos, geralmente
resultam do reconhecimento dos tecidos transplantados, tanto por linfocitos T CD4”,
quanto por linfocitos T CI‘)SJ’. Estima-se que de 1 a 10% dos linfocitos T de um
hospedeiro, sio capazes de reconhecer e responder as moléculas do MHC estranho ou
ao peptideo que essas albergam (JANEWAY JR e al.1997). Na maioria das vezes
térna—se impossivel dizer se existe ou ndo uma agressio autoimune nesse ou naquele

6rgdo ou tecido, a ndo ser pela constatagio de lesdes histologicas (VAZ ef al.1993).

Atualmente, antes da realizagdo dos alotransplantes em humanos, além da
tipagem sangiiinea com destaque para o sistema ABO, estuda-se a compatibilidade
genética da populagdo celular do doador em relagdo a do receptor, através da
sorotipagem (cross-match) e da cultura mista de linfocitos. Se o 6rgdo € de cadaver, no
caso de transplante cardiaco, as avaliagdes levadas em conta sdo apenas do tipo
sangiiineo, com posterior tratamento COm IMUNOSSUPIESSOres para que o receptor possa

tolerar o enxerto (NEUBERGER & ADAMS, 1993}

Conhecedores portanto das limitagdes para a definigdo de uma completa
compatibilidade entre doador e receptor, restam as buscas de manobras que possam
minimizar essas diferencas. Abrem-se assim, as possibilidades do estudo de tolerancia

natural com o intuito de induzi-la artificialmente, surgindo a pratica das transfusdes
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sanglineas como estratégia para a tolerdncia. Qutra forma de resolver o problema tem
sido a manipulagdo & base de radiagdo ou quimioterapicos visando imunossupressio.
Assim muitas pesquisas tém sido desenvolvidas no sentido de atingir uma tolerdancia dos
transplantes, eni carater preventivo e/ou para a sua manutengdo profilatica (TIZARD,

1995),

Existem no homem e em outros ammais, locais do corpo onde as
conseqiiéncias de uma aloimunizagio sao em geral pouco significativas - uma situagio de
tolerancia natural. So os c‘asos associados com: o esperma alogeneico que pode atingir
o trato reprodutivo feminino sem provocar uma resposta imune; transplantes em locais
privilegiados como a cornea e cdmara anterior do olho, pois, em fun¢do da auséncia de
drenagem linfatica, qualquer reagfo ¢ menos intensa; e na gravidez, onde geralmente a
destruigio do feto pode ser prevenida pela atividade combinada de varios mecanismos
imunossupressivos. Neste Gltimo caso, uma reagdo alogeneica podera ocorrer a partir da
segunda gravidez, quando a mde Rh(-) ja estiver sensibilizada por um filho Rh(+),
resultando no quadro da eritroblastose fetal (TIZARD, 1995).

O estudo da tolerdncia iniciou-se com observa¢les registradas por DAKIN,
publicadas em 1829, do que acontecia com as populagdes de indios norte-americanos
que ingeriam pequenas doses de uma planta anacardidcea, evitando, com esse
procedimento, a reagio de hipersensibilidade em contato posterior com 0 veneno. Sem
divida outras praticas similares eram realizadas na pratica popular sem o devido
conhecimento. Com o bem sucedido transplante de pele realizado entre os gémeos
bovinos, outros trabalhos de MEDAWAR sobre tolerdncia, permitiram demonstrar que
os animais se tornavam imunologicamente tolerantes a tecidos estranhos durante o

desenvolvimento embrionario, ¢ ndo produziam respostas imunes face aos mesmos
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MEDAWAR, (1953) (APUD SILVERSTEIN, 1989).

A supressio de resposta imune pode ser uma forma de reatividade ao
antigeno, ¢ nfio uma falta de resposta. Esta pode se manifestar silenciosa, quando o
organisme entra em contatos repetidos com materiais que the s3o familiares (embora
“estranhos™) e sd0 processados sem que se induza a formagdo de mais anticorpos ou se
exacerbe a divisio de linfocitos acima de um nivel basal. O organismo sé pode se tornar
tolerante a materiais aos quais pode também se imunizar. Na tolerdncia, o corpo
reconhece o antigeno imuﬁoiogicamente, embora este reconhecimento ndo cause uma
modifica¢do sensivel nas operagdes que ja ocorriam no sistema antes de sua chegada
(VAZ, 1981).

Em 1946, MERRIL CHASE estabeleceu a natureza imunologica da
tolerdncia oral. Sabe-se hoje, que uma parte das proteinas que ingerimos como
alimentos pode penetrar na circulagio em forma antigenicamente ativa, mas a
importéncia que isso pode ter na operagdo global do sistema imune, tem sido pouco
estudada (VAZ ef al 1993).

CARR ef al, (1995), estudaram o efeito da administragdo de células
esplénicas pela via oral ou diretamente na veia porta do figado, antecedendo um
alotransplante de rim em ratos. Os resultados obtidos demonstraram que, por ambas as
vias, era possivel a indugiio de tolerdncia, havendo um aumento na permanéncia do
érgdo transplantado. Em outros estudos, tem-se confirmado que o contato oral com um
antigeno, especialmente se este for feito antes ou imediatamente apds uma imunizagio
paralela, promovera uma tolerancia (CONDE ef al. 1998).

E sabido hoje que a tolerincia podera ser estabelecida através de

diferentes mecanismos. Um desses mecanismos, a dele¢do clonal, parece ser estimulada
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com uma transfusdo sangiiinea onde ocorre uma diminui¢do das células exterminadoras
naturais (NK) ativas, explicando com isso o aumento de tolerancia. Quanto & supressédo
ativa ou regula¢do imunologica, um papel importante é desempenhado pelas células T
CD4" | que agem em circuitos de ativagio como dois subgrupes Thl e Th2. Thl
responde pela ativagio celular realizada pela agdo das interleucinas IL-2, TNFo e [FNy.
As Th2 no entanto, respondem pela estimulagdo da resposta imune humoral com as
interfeucinas IL-4, IL-5, IL-6 ou IL-10. Um circuito Th podera, geralmente, suprimir o
outro. Em transfusdo sangiiinea ocorre uma participagdo predominante do circuito Th2,
sugerindo uma atividade imunoldgica humoral. Na anergia, o que pode ocorrer € uma
ndo reatividade das células do hospedeiro. Em experimentos in vifro, com transfusdo
sangiiinea, tem sido observado que a interleucina IL-10 pode ser responsavel pela
supressdo ativa de Thl e também pode prevenir a expressdo de CD80, que ¢ um
coestimulador de macrofagos. Pouco se sabe o que ocorre in vivo (DZIK ef al. 1996).

Um dos fatores de grande importancia para a pratica dos transplantes,
sera sempre a possibilidade de se assegurar a permanéncia do tecido ou 6rgdo tolerado e
ou aceito pelo hospedeiro. Na pratica clinica, a tentativa de minimizar as rejeigGes, tem
sido feita com o exﬁprego de técnicas imunossupressoras. Uma das técnicas mais
amplamente usadas, envolve drogas ou irradiagio, que inibindo a divisdo celular, reduz a
multiplicagio de células sensiveis ao antigeno. Embora eficazes, essas técnicas tem em
comum a inespecificidade e o caracter toxico. (TIZARD, 1995).

Embora a radiagio com raios X seja usado para manter varios tipos de
transplantes experimentais, ela é usualmente necessaria para irradiar com antecedéncia
pacientes que serdo submetidos a transplantes, por exemplo o de medula 0ssea.

Os corticosterdides sdo os quimioterapicos mais amplamente usados na

prevengdo da rejeigdo dos transplantes. Drogas citotoxicas como: ciclofosfamida,
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azatioprina, metotrexato, sdo potentes ImMuNOSSUPressores porém sdo muito toxicas
(SILVERSTEIN, 1989). A partir dos anos 80 foi introduzida na clinica médica, o uso da
ciclosporina A, considerada como importante droga capaz de provocar uma
imunossupressao £nais seletiva (NEUBERGER & ADAMS, 1993). Recentemente
apareceu a droga FK506, que também € mais seletiva e apresenta uma agdo toxica
menor.

Qutra técnica possivel para se induzir tolerancia, ¢ através da eliminagdo
seletiva de células T. Isto pode ser feito por meio de soro especifico anti-célula T (ALS)
ou por anticorpos monoclonais {(anti-CD3, anti- CD4, anti-receptor de IL2, etc.)
(SILVERSTEIN, 1989).

Uma terceira abordagem técnica para se impedir a rejeigio de um
transplante, diz respeito & manipulaggo do controle da resposta imune normal,
amplamente questionada no momento.

A administragio de transfusSes sangilineas em pacientes potenciais para
alotransplantes foi praticada durante muitos anos, observando-se uma methoria no.
processo de rejeigdo. Esta pratica, embora desencorajada por algum tempo, mostrou em
diferentes experiénciasK que as transfusdes multiplas feitas antes da transplantagio,
aumentava a sobrevivéncia do transplante por um ano em, até 50% em alguns individuos
quando comparados com individuos transplantados, mas sem transfusdes preliminares
(SPEES, et al 1981).

Um possivel mecanismo de tolerdncia gerado pelo efeito da transfusdo,
ainda ndo esta definido, sabendo-se apenas da necessidade da presenga de leucocitos.
WOOD et al., (1988) demonstraram alteragdes na produgdo de interleucinas, em especial
a [L-2. LIEBERMAN ef gl, (1990) empregando camundongos com neuroblastomas

obtiveram resultados de imunossupressio resultante de transfusdo sangiinea. Qutros
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autores tentaram esclarecer sobre o mecanismo envolvido na participagdo do complexo
principal de histocompatibilidade em humanos (HLA) e em camundongos (H2)
(LUDWIN & SINGAL, 19838; BUMGARDNER ef al. 1992). KOKA ef al., (1993)
descreveram um outro fator capaz de aumentar a sobrevivéncia de transplantes renais em
alguns pacientes com determinado padrdo de nefropatia, que ¢ a presenga de anticorpo
IgA- anti HLA.

Em pacientes renais cronicos, & espera de transplantes, as sucessivas
transfusdes a que eles sdo submetidos tém beneficiado a aceitagdo dos mesmos
(BLUMBERG ef al. 1995). Os transplantes tém sido beneficiados, através do emprego
simultineo de medicamentos imunossupressores (LASEK ef al. 1988) e ou transfusdes
(TERAZAKI, 1989; CUTURI ez al. 1994, SAITOVITCH et al. 1996; MIYANARI,
1997).

Em estudos realizados com camundongos isogénicos de linhagens
alogenicamente opostas, a C57BL/6 (H-2") como doadora ¢ a linhagem BALB/c H-2%
éomo receptora, DIZIK et al, (1996) mostraram que nos animais que receberam
transfusdes sangiiineas e a seguir foram inoculados de células tumorais, 0 crescimento
dessas células foi maior do que em animais que nio receberam sangue, sugerindo que a
transfusdo induziu uma imunomodulagdo.

Alguns trabalhos in vifro, mostram que as células vermelhas do sangue,
podem estimular células T normais de murinos e humanos a proliferarem ¢ liberarem L2
(BARKER & ELSON, 1994).

Poucos sdo os imunologistas que trabalbham com sangue total. Vém se
inoculando células e ou anticorpos anti-células, como: células timicas, esplénicas, anti-
CD4 e anti-CD8, na tentativa de induzir tolerfincia a transplante (RIBEIRO DOS

SANTOS ef al. 1992; LAZAROVITS et al. 1993; CARR et al. 1995). Mas mesmo com
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o surgimento da AIDS, as transfusdes sio pegas importantes na indugdo de tolerincia,
pois o paciente a espera de um transplante, seja renal, cardiaco, de figado ou de pele,
muitas vezes necessita receber transfusdes para sobreviver (DZIK et al.1996).

Desvendar o que uma transfusdo sangiiinea causa no hospedeiro € um
desafio, porquanto o fendmeno de tolerdncia ainda ¢ uma incdgnita. Com base nessa
expectativa e frente as evidéncias descritas, o presente trabalho tenta determinar qual a
melhor via de inoculagio de sangue na indugiio de tolerdncia a um transplante ectopico,
avaliando-se o tempo de permanéncia do tecido transplantado assim como as

caracteristicas da manifestagdo celular e tecidual.
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Objetivos:

" Na tentativa de esclarecer sobre a importincia da inoculagdo de sangue na
indugdo de tolerancia para alotransplantes, o presente trabatho teve como objetivos:

e Verificar a viabilidade da utilizagdo como modelo experimental, camundongos de
duas linhagens isogénicas com haplotipos distintos, definidas como doador e receptor
do transplante.

e Administrar diferentes dosagens de sangue, do doador para o receptor, pelas vias
intravenosa e oral, num espago de tempo anterior 4 realizagdo do transplante ectdpico
de tecido cardiaco na orelha.

¢ Analisar os aspectos macroscépicos do local do tecido transplantado, com énfase no
acompanhamento do batimento cardiaco.

e Acompanhar os aspectos histopatoldgicos, em cortes de orelha, associados com o
local de inser¢io do transplante, correlacionando a arquitetura do tecido com

aceitagdo dos isotransplantes ou rejei¢do dos alotransplantes.
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MATERIAL E METODOS:

Modelo Experimental

Animais; Camundongos isogénicos das linhagens C57BL6 (B6) H- 2" e A/J (A) H-2%,
machos adultos de 8 a 12 semanas e recém-nascidos de um dia, foram fornecidos pelo

Centro Multi Institucional de Bioterismo (CEMIB), da UNICAMP.

Planejamento; Os camundongos recém-nascidos, de linhagens (B6) e (A), serviram
como doadores de tecido cardiaco. Animais de 8 a 6 semanas, da linhagem (B6),
doadores de sangue. Os animais da linhagem (A), utilizados como receptores de
sangue/solugdo de salina fisiologica e posteriormente do tecido cardiaco transplantado,
foram identificados com uma marcagio auricular segundo a convengdo, na orelha
contraria aquela do transplante, visando um acompanhamento individual (Figura 1).

Os esquemas relacionado a esses procedimentos, encontram-se nas Figuras 2 e 3.

Sangria e Inoculagbes

Procedimento

O sangue de camundongos da linhagem B6, foi coletado por pungdo
cardiaca, usando-se uma solugiio contendo anticoagulante a base de citrato de sodio,
proveniente de estoques padrdes para transfusdes humanas. A mistura do sangue de 20
animais era a seguir separada em aliquotas em condigBes assépticas, realizando-se
imediatamente uma cultura desse sangue em meio rico para microorganismos. Algumas

aliquotas eram mantidas a temperatura de geladeira a 5°C por um periodo igual ou
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superior a duas semanas antes da sua utilizagdo. Outras aliquotas eram liofilizadas ¢
também mantidas a temperatura de geladeira até o momento do uso. As preparagdes de
sangue estavam liberadas para uso desde que conferida a sua esterilidade.

As inoculagdes, tanto via oral (V.0.) quanto a intravenosa (V.L.), foram
efetuadas por quatro dias consecutivos, com descanso de sete dias e posterior
transplante.

Pela V.O. foi inoculado 0,5ml de sangue com um tempo de
armazenamento igual ou superior a duas semanas ou sangue reconstituido, por animal
/dia, usando como sonda esofagiana um tubo de polietileno.

Pela VI foi inoculado 0,Iml de sangue com um tempo de
armazenamento igual ou superior a duas semanas, por animal /dia, na veia da cauda, com

uma seringa de tuberculina.

Transplante Cardiaco Ectopico
Os transplantes cardiacos ectopicos foram realizados com base no método de

FULMER et al,, (1963) modificado por RIBEIRO DOS SANTOS ef al, (1992). Em
linhas gerais, o tecido-cardiaco originario de doadores recém-nascidos de um dia, foram
implantados em condigdes assépticas na orelha de camundongos adultos de 8 a 12
semanas. Os seguintes procedimentos foram assim realizados:

Obten¢io do tecido cardiaco:

Camundongos recém-nascidos de um dia, linhagem A ou B6 foram
anestesiados em gelo e o coragdo retirado assepticamente com o auxilio de uma pinga
anatdémica de ponta curva, sendo separado o ventriculo do atrio e mantido em salina a
0,15M 4 4°C.

Transplante:
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Os camundongos receptores da linhagem A foram anestesiados com éter
etilico. A pequena inciso na base da orelha foi feita com ldmina de barbear ou lamina de
bisturi sem corte, esterilizadas, posteriormente foi feito divulcionamento da regidio com o
auxilio de uma pinga e com leve escoriagio nos vasos, foi provocado aumento da
vascularizagdo na regido e implantado o tecido cardiaco, retirado o ar da regifo com

leve toque, fechada a incisio com precionamento da pinga anatémica.
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Analise Macroscopica
Com o auxilio de uma lupa os coragdes transplantados foram observados

diariamente, registrando-se as alterages ocorridas como:
a) vascularizagao;

b) tonalidade do coragio transplantado;

c) presenga ou nio de edema;

e) batimentos cardiacos;

f) necroses,

g) diminuigéio do coragéo transplantado;

Analise Histologica
Sacrificio dos animais:

Os animais foram sacrificados nos dias 5, 10, 15 e 20, retiradas as orelhas
com o orgdo transplantado, identificadas e fixadas em formol a 10% no minimo 24
horas.

Apos fixaglo, os materiais foram processados, as pegas sofreram a
desidratagdo em banhos de alcool com intervalos de 45 minutos cada um, iniciando pelo
alcool 70% até trés banhos de alcool absoluto. Foi feita uma seqiiéncia com intervalo de
30 minutos cada uma de xilol/alcool(1:1), xilol e xilol/parafina(l:1) ¢ uma impregnagio
final em parafina pura por 4 horas.

As pegas histologicas foram entdo incluidas manualmente em parafina, nas
posicdes de corte. Cortes seriados de 6um, montados em ldminas e corados pelo método
Hematoxilina e Bosina (H.E.) e Tricromico de Masson.(JUNQUEIRA ef al. 1983 ¢

BECAK et al. 1976).
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RESULTADOS:

Influéncia do Sangue no Alotransplante:
Avalia¢io Macroscopica

Os camundongos A/T (A) de haplotipo H-2" utilizados como receptores
foram previamente submetidos a um tratamento com um pool de sangue de
camundongos da linhagem doadora CS7BL/6 (B6) H-2°, utilizando-se as vias oral
(V.0.) e intravenosa (V. 1.). Em ambos os tratamentos os animais da linhagem A
receberam quatro doses de‘sangue em dias consecutivos. Passados sete dias da Gltima
dose, foram submetidos a alotransplantes ectopicos na orelha, com tecido cardiaco da
linhagem B6. Os ‘grupos controles foram constituidos de animais da linhagem A que
receberam solugo salina pelas duas vias e apés o mesmo espago de tempo submetidos,
respectivamente, ao alotransplante da linhagem B6 ou ao isotransplante da linhagem A.
Esses animais foram observados diariamente por um periodo de até cem dias, com o
auxilio de uma Iupa.

Como demonstrado na Tabela 1, essa andlise do aspecto macroscopico
dos transplantes perrraitiﬂ registrar alteragdes similares em todos os grupos até o sétimo
dia de observagdo, destacando-se os seguintes aspectos: 1o primeiro dia, o 0rgdo
implantado apresentou uma tonalidade clara provavelmente devido a pouca
vascularizagio na regifo; do segundo dia até o quinto dia o tecido implantado tinha uma
tonalidade mais escura onde se visualizava uma boa vascularizagdo; a partir do quinto
dia, além das caracteristicas acima citadas, ocorreu 0 aparecimento de um alo amarelo
circundando os diferentes transplantes, como resultado do processo inflamatorio.

Apos o sétimo dia ocorreu batimento cardiaco em todos os animais do

grupo controle submetido ao isotransplante, permanecendo até o centésimo dia. Nos
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experimentos com inoculagdo do sangue pela V.O. correu batimento em 80% dos
animais por um periodo de cinco dias. Nos experimentos de inoculagdo do sangue pela
V1. apenas cerca de 10% dos animais apresentaram batimento cardiaco, persistindo até
o nono dia, com observagio semelhante nos animais controles submetidos ao
alotransplante.

A rejeigio foi controlada através da reducdo do tecido cardiaco
implantado. Esta redugdo foi observada nos camundongos inoculados com sangue pela
V. O. por volta do 20° dia; ¢ nos camundongos que receberam sangue pela V. I,
coincidindo com os contrdles dos alotransplantes, por volta do 15° dia ( Figura 4, Tabela

m).
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Tabela I: Perfil das Observagoes Macroscépicas dos Animais Transplantados

DIAS GRUPOS CONTROLES GRUPOS INOCULADOS
ACEITACAQ REJEICAO V.0. V. L

1 10108 44 OC, PV OC, PV OC, PV

2 OE, BY OE, BV OE, BY OE, BY

3 OE, BV OE, BY OE,BY OE,BV

4 OE,BV OE,BYV OE,BY OE,BV

5 OE,BV, AA OFE, BV, AA OE, BY, AA OE, BV, AA
6 OE, BV, AA OE, BV, AA OE, BV, AA OFE, BV, AA
7 BC OE, BV, AA BC OE, BV, AA
8 BC 0oV, BY BC OV, BV

9 BC OV, BV BC OV, BY

11 BC 0OV, BV BC oV, BY

12 BC OV, BY OV, BV OV, BV

15 BC opT OV, BY oDT

20 BC OA oDT AO
OC: orgido claro PV: pequena vascularizagdo AA: amarelo ao redor

BC: batimenioc

OV: dorgio vermelho OA.: 6rgdo ausente

cardiaco OE:

orgdo  escuro
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BV: boa vascularizagdo

ODT: 6rgao diminuindo de tamanho




Tabela II: Viabilidade do orgao visualizado

INDICE DE SOBREVIVENCIA DOS TRANSPLANTES

GRUPOS SANGUE SINGENEICO ALOGENEICO
EXPERIMENTAIS

NORMAL _ 20/20 (100) 0/20 (15)
INOCULADOS + 0/20 (20)

V. 0.

INOCULADOS + 0/20 (15)

V.L

¢ Coragio de camundongos C57/BL6 transplantados em camundongos A/] em
diferentes grupos experimentais.
e (O namero entre paréntese representa o tempo de sobrevivéncia do tecido

transplantado.
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transplantados ap6s a administragiio de sangue ou salina fisiologica.
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Avaliacio Histolégica dos Locais de Transplante

Na avaliagdo histopatolégica realizada nesse estudo, cortes histologicos
do tecido cardiaco a ser implantado, provenientes do recém-nascido de um dia (Figura
5), foram empregados como referencial para a sua identificagdo no local da insergao
(Figura 6). Ademais, nos cortes de tecidos implantados, analisou-se o processo de
vascularizagdo, a viabilidade das fibras, a presenga de necrose, € o aspecto quantitativo e
qualitativo do infiltrado celular na regido.

Com base nos dados da avaliagio macroscopica através do
acompanhamento diario dos diferentes grupos de animais, foram determinados os dias
para a coleta de material, coincidindo respectivamente com 0s 5%, 107 15% e 20° dias.
Como forma de comparagio iniciou-se analisando os grupos controles.

No 5° dia apds o transplante, a andlise microscopica dos cortes
histologicos derivados dos diferentes grupos (inoculados com sangue de camundongos
da linhagem B6, pela V.O. e V. 1, animais dos grupos controles), permitiu a observagdo
de um infiltrado celular reduzido, com fibras cardiacas viaveis associadas as areas de
necrose (Figura 7), respaldando as imagens sugeridas macroscopicamente.

Nas observagdes dos cortes do 10° dia dos animais submetidos ao
isotransplante (Figura 8), foi registrada a presenca de fibras cardiacas vidveis na periferia,
fibras necroticas no centro ¢ auséncia de infiltrado celular.

Similaridade de imagens foram observadas nos tecidos dos animais
inoculados com sangue de B6 pela V.O., V. 1, com 08 respectivos controles, que foram
submetidos aos alotransplantes, visibilizando-se a presenca de fibras cardiacas vidveis na
periferia, fibras cardiacas necroticas no centro ¢ um exuberante (repleto) infiltrado

linfocitario (Figuras 9 e 10).
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Uma imagem similar & do 107 dia (Figura 8), foi observada nos cortes de
tecidos dos animais submetidos ao isotransplante do 15° dia (Figura 11). Na analise dos
animais submetidos aos alotransplantes (controle de rejeigio), observou-se um infiltrado
linfocitario acentuado; a presenga de fibroblastos em areas da periferia e do centro do
tecido transplantado; regides hemorragicas com tecido de reparagdo jovem (FiguralZ).
Nos animais inoculados com sangue de B6 por V. 1. o tecido implantado ja se encontrava
totalmente substituido, como igualmente observado nos animais do grupo controle do
alotransplante (Figura 12). Quando analisou-se o grupo dos noculados com sangue de
B6 por V. O. (Figura 13), notou-se um infiltrado linfocitario de menor intensidade; e a
presenga de fibras cardiacas preservadas no centro.

Ao analisar-se os cortes no 20° dia, observou-se no grupo controle
submetido ao isotransp.lante (Figura 14) a mesma imagem da Figura 8, notadamente a
auséncia de infiltrado linfocitario bem como a presenc¢a de tecido de reparagdo jovem
(Figura 15). Nos animais inoculados com sangue de B6 pela V. O. (Figura 16), o tecido
implantado ja foi totalmente substituido, mostrando a presenga de infiltrado linfocitario e
tecido de reparagdo jovem. No grupo dos inoculados com sangue V. I. observou-se, um
infiltrado linfocitario intenso, a presenca de fibroblastos e areas com fibras colagenas

intensas, destacados pela coloragdo (Figura 17).
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Prancha L

A) Aspectos histolégicos do coragdo normal isolado de um camundongo recém-nascido,
ou inserido numa orelha de camundongo adulto.

Figura 3: Corte transversal do Coragdo. Fibras cardiacas (miocardiocitos) dispostas em
véarias diregdes, observando-se o epicardio & esquerda (E).HE 256X. No detalhe
ampliado miocardiécitos com nicleos de localizagdo central (seta) e citoplasma
ramificado (ponta de seta)- HE 512X

Figura 6: Corte transversal da orelha com transplante de coragiio. Epitélio de
revestimento das faces externas da orelha (seta); e cdragﬁo (C)- HE 64X.

Figara 7: Corte transversal da orelha com transplante de coragdo. Epitélio de
revestimento da orelha (E). Estreita faixa de tecido conjuntivo com infiltrado
inflamatorio  discreto (asterisco) - HE 128X, No detalhe fibras cardiacas (FC)

preservadas na periferia e fibras cardiacas necroticas (FCN) - HE 512X
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Prancha II:

B) Corte transversal da orelha de camundongo adulto contendo coraglio de recém-
nascido apos 10 dias de transplante.

Figura 8: Isoenxerto - Epitélio de revestimento da orelha (E) e peca de cartilagem
hiatina (C). Presenga de fibras cardiacas preservadas (FC) - HE 128X. No detalhe,
auséncia de infiltrado de células mononucieares - HE 512X,

Figura 9: Aloenxerto - Epitélio de revestimento da orelha (E) e pega de cartilagem
hialina (C). Presenga de fibras cardiacas preservadas (FC), e denso infiltrado de células
mononucleares (asterisco) - HE 128X

Figura 10: Aloenxerto de camundongo inoculado com sangue V. O. - Denso infiltrado
de células mononucleares (asterisco); capilares e venulas (V) dilatados contendo

hemacias. Presenga de fibras cardiacas preservadas (setas) - HE 256X.
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Prancha I1I:

C) Corte transversal da orelha de camundongo adulto contendo coragdo de recém-
nascido apos 15 dias de transplante.

Figurall: Isoenxerto - Epitélio de revestimento (E). Fibras cardiacas preservadas (FC) e
fibras cardiacas necroticas no centro. HE 256X.

Figura 12: Aloenxerto- Denso infiltrado de células mononucleares(setas) e presenga de
fibroblastos (F). Areas hemorragicas no centro (H), tecido de reparagdo bastante
jovem(asterisco). HE 256X

Figura 13: Aloenxerto de camundongo inoculado com sangue V. O.- Infilirado
linfomonocitario (asterisco). Fibras cardiacas preservadas (FC)- HE 256X. No destaque

fibras cardiacas preservadas na area central (FC) HE 512X
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Prancha 1V:

D) Corte transversal da orelha de camundongo adulto contendo coragdo de recem-
nascido apés 20 dias de transplante.

Figura 14: Isoenxerto- Epitélio de revestimento da orelha (E), as fibras cardiacas
preservadas (FC). HE 256X

Figura 15: Aloenxerto- Denso infiltrado de células mononucleares {setas), tecido de
reparagio jovem no centro (asterisco)- HE 256X,

Figura 16: Aloenxerto de camundongos inoculados com sangue V.0.- Tecido de
reparagdo jovem (asterisco). Infiltrado de células mononucleares(l)- HE 256X

Figura 17: Aloenxerto de camundongo inoculado com sangue V. I.- Infiltrado de células
mononucleares (asterisco), fibroblastos (F) e areas com fibras colagenas espessas

(A).TRIC 256X.
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DISCUSSAOQ:

No presente trabalho foi feita uma tentativa de indugdo de tolerdncia
através da inoculagio de sangue antecedendo um alotransplante ectdpico de tecido
cardiaco, usando-se camundongos como modelos experimentais.

Como demonstrado em antigos relatos da literatura, as sucessivas
transfusdes sangiiineas que antecediam os transplantes em pacientes renais cronicos tém
beneficiavam a aceitagdo dos mesmos (MARQUET ef al 1971, OPELZ ef al. 1973,
BLUMBERG et al. 1995).

Buscando-se estabelecer qual a melhor via para a inoculagdo do sangue,
camundongos machos da linhagem A/J, usados como receptores, foram inoculados pelas
vias oral e intravenosa com sangue camundongos machos da linhagem C57BL/6, ¢
submetidos apds uma semana, a um alotransplante ectopico de tecido cardiaco. Além da
escolha da via intravenosa convencional, experimentou-se a via oral levando-se em conta
os conhecimentos sobre a indugdo de tolerdncia pér essa via, especialmente associada ao
processo natural da digestdo alimentar, ou induzida experimentalmente com diversos
objetivos, através da administragdo oral de diferentes concentragbes de proteinas (VAZ,
1981; GARSIDE et al, 1995, CONDE et al 1998).

A indugio de tolerdncia oral tem sido experimentada no controle de
doengas autoimunes, como nos casos da autoimunidade ocular ou da encefalomielite.

A administragdo oral do antigenos como terapéutica apropriada para uveites, foi feita
primeiramente por NUSSENBLAT et af., (1990). RIZZO, (1995), tendo demonstrado
que a tolerancia oral para uveites podia ser induzida com antigenos oculares € seus
peptideos. No caso da encefalomielite, trata-se da doenca autoimune mais estudada
experimentalmente, através da inoculagdo oral de proteina basica de mielina, tendo-se

alcangado a geragdo de tolerincia em ratos ¢/ou camundongos susceptiveis a
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desenvolver a doenca. A indugdo de tolerdncia oral com proteina basica de mielina
(MBP) em animais transgenicos para MBP, alem de proteger os animais da doenga,
demonstrou que na utilizagdo de doses altas ou baixas de MBP, havia uma estimulagdo
para a liberagdo | de TGFp, IL4, IL10, indicando uma atividade imunologica de
predominancia do circuito Th2 (CHEN et al. 1996).

As sugestdes de CARR ef dal, (19955, também foram consideradas na
escolha da via oral para a indugdo de tolerdncia pela administragio do sangue. Esses
autores demonstraram uma redugdo significativa da rejeigdo, quando estudaram o efeito
da administracdo de células esplénicas pelas vias oral ou diretamente na veia porta do
figado, antecedendo um alotransplante de rim em ratos.

No modelo experimental em deste trabalho foram utilizados apenas
animais do sexo rnascuiigo, com o objetivo de se evitar a interferéncia do ciclo estral das
fémeas. Optou-se pela linhagem A/ como receptora, pelo conhecimenio de
apresentarem haplotipo diferenciado da linhagem doadora B6, e dos animais serem
déceis quando mantidos agrupados.

A escolha do namero de doses do sangue a ser administrado, bem como o
intervalo entre estas ea realizagdo dos transplantes constituiram pardmetros de estudo
baseados em diferentes citagdes. GORCZYNSKI el al., (1986), em protocolo de
transplantes de pele, inocularam por via intravenosa em camundongos da linhagem A
sete dias antes do alotransplante, trés doses de 0,25ml de sangue de camundongos das
linhagens C57BL/6 ou BALB/c, e associou por Via intraperitonial a injegdo de soro anti-
linfocitario (ALS). CUTURI et al., (1994) realizaram transfusdes sangiiineas 7 e 14 dias
antes dos transplantes cardiacos ectopicos mna regido abdominal  em ratos.
TCHEVENKOV et al., (1995), em experimentos com ratos, realizaram transfusdes

sangiiineas 24hs antes do transplante ectopico e nos dias 7, 14 e 21 pos-transplante,
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associadas com a administracio de ciclosporina e anticorpo monoclonal anti-células T, o
que permitiu inclusive uma sobrevivéncia do alotransplante por tempo indefinido.

DZIK et al., (1996) revisando o assunto enfatizaram os resultados animadores da
associagdo de transfusdes sangiiineas com a utilizagdo de anticorpos monoclonais anti-
CD4 ¢ de drogas imunossupressoras, que resultaram numa sobrevivéncia mais
prolongada do transplante. Entre os modelos experimentais citados, demonstraram que
as linhagens de camundongos C57BL/6 (H-2") e BALB/c (H-2%) tém sido as mais
empregadas.

Experimentalmente, as transfusoes sanglineas V.I. em camundongos das
linbagens C3H/He (H*?.k) e C57BL/10 (H-2") associados a anticorpos monoclonais anti-
CD4 antes dos transplantes, tém prolongado o tempo de sobrevivéncia dos mesmos
(SAITOVITCH, et al. 1996). MIYANARI ef al., (1997), demonstraram em ratos, que
uma simples injegdo intravenosa de sangue fresco heparinizado sete dias antes de um
alotransplante de figado, prolongava a sua sobrevivéncia.

Em nossos experimentos, embora néo se tenha realizado uma transﬁzs?lo.
classica, nas inoculagdes feitas pelas duas vias trabalhou-se com uma mistura de sangue
de varios individuos da linhagem doadora, obtido com o anticoagulante citrato de sodio,
originario de bolsas para a coleta de sangue humano. Em vista da importincia
representada pela administrag@o de sangue heterdlogo, a escolha desse anticoagulante
entre diferentes opgdes, foi realizada com o suporte de informagdes sobre suas
propriedades quimicas e biologicas ¢ principalmente pelos possiveis efeitos colaterais
(COELHO, 1964). A heparina por exemplo, ¢ uma substincia oriunda do figado usada
na medicina como anticoagulante por mais de 50 anos. Estudos tém mostrado que além
dos efeitos anticoagulantes, esta tem efeitos imunomoduladores em baixas dose, ou

pode-se ligar & proteinas da coagulagdo sangiiinea; & fibronectina; 4 componentes do
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sistema complemento ou a fatores de crescimento; ou exercer um efeito imunosupressor
(GORSIKI et.al. 1991). Dai a no utilizagio da heparina como anticoagulante, optando-
se pelo citrato de s6dio que € em geral considerado de baixa inocuidade.

Revisando a pratica de transfusdes sangiiineas associadas aos transplantes
de rim, coragdo, pancreas ¢ pele, BEKTAS ef al, (1997) destacaram que o efeito
benéfico da transfusdo é dependente do tipo de Orgdo transplantado bem como da
incompatibilidade genética envolvida, e que a quantidade de sangue administrada
também determina o tipo de reagio imunologica observada. O autor relata a utilizagio de
sangue na dose de 1 ml para ratos de 200 a 250 gramas de peso corpéreo, ac que
equivale a 500 ml de sangue total em uma pessoa de 70 quilos.

No presente trabalho também buscou-se uma proporcionalidade para a
administragdo do sangue compativel com o peso corporeo dos camundongos. Um
volume de sangue representando 5 % do peso corporeo foi administrado pela via
intravenosa, € um volume 5 vezes maior pela via oral. Os animais dos grupos controles,
foram inoculados com solugdo salina fisiologica pelas vias intravenosa e oral, com as
mesmas doses, na mesma freqiiéncia e durante o mesmo periodo de tempo, em condigdes
similares de estresse.

Nos transplantes ectopicos realizados segundo FULMER et al,, (1963) e
modificado por RIBEIRO DOS SANTOS et al.,(1992), o tecido cardiaco (ventriculo)
foi retirado de camundongos recém-nascidos de um dia, e implantados na oretha de um
adulto. Esta pratica apresenta simplicidade de manipulagic e de acompanhamento
macroscopico, sendo visivel inclusive os batimentos cardiacos. A utilizagdo de tecido
cardiaco proveniente de camundongos com dois dias de nascido nf#o apresentam o
mesmo resultado.

Existe entretanto outras modalidades de transplantes cardiacos ectopicos,
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como por ex.. introdugdo do o6rgdo na capsula supra renal ou na cavidade peritonial
ligando-se o Orgdo através das veias e artérias abdominais, onde a verificagio do
batimento cardiaco pode ser observada apenas por palpagio (GOSS er al 1993,
TCHEVENKOYV ef al. 1995 e SCHULZ et al. 1995).

Nos relatos de HEDRICH, (1990) que realizou transplantes de pele em
ratos ¢ camundongos isogénicos, esta descrito que nos sete primeiros dias o aspecto
inflamatério dos alotransplantes sfo idénticos aos dos isotransplantes. Como
demonstrado em nossos resultados (Tabela 1 e Figura 4), também nio foram observadas
diferengas nos isotransplantes e alotransplantes ectopicos de tecido cardiaco ap6s os sete
primeiros dias. HEDRICH, (1990) também afirmou que a sobrevivéncia do transplante
por mais de cem dias de uma linhagem isogénica em um isotransplante resulta numa
prova de estabilidade genética, ndo havendo assim a ocorréncia de mutagdo na linhagem
utilizada. Essa referéncia respalda o resultado deste trabalho quanto a isogenia da
linhagem A/J usada como receptora, na qual os isotransplantes foram observados por
um periodo de até cem dias.

Embora de dificil registro, o acompanhamento sistematico dos aspectos
macroscopicos dos diferentes grupos de animais transplantados foi realizado através de
sinais visiveis na reagdo mflamatoria local (edema, cbloragﬁo do tecido, vascularizacgdo
etc.), e do monitoramento dos “batimentos” cardiacos, visualizado pela contractilidade
do tecido cardiaco transplantado. Assim foi possivel distinguir entre o quadro
inflamatorio de uma aceitagdo e de uma rejeicdo dos transplantes: no caso da rejeigdo
observou-se a parada do batimento cardiaco trés dias apods, diminuigdo do tecido
implantado e perda da vascularizagdo; enquanto que na aceitagio foi observado
batimento cardiaco por mais de cem dias, sem outras alteragdes.

Segundo FULMER ef al., (1963), a presenga de batimento cardiaco pode
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ser uma demonstracio de aceitagdo, mas nesse tipo de transplante ectdpico, a ndo
ocorréncia de batimento nfo significa rejei¢do pois nos seus resultados, apenas 60% dos
transplantes efetuados dessa forma apresentaram batimento. Destaque-se a importincia
da realizagdo de escoriagdes na regifio a ser introduzido o tecido cardiaco (RIBEIRO
DOS SANTOS et al1992), com a finalidade de acelerar a vasculariza¢do do tecido
implantado.

Nos dados apresentados por GORCZYNSKI et al., (1986), que usaram
como doadores camundongos da linhagem BALB/c e C57BL/6 e a linhagem A/J como
receptora, o tempo de rejeigdo dos transplantes de pele do grupo controle entre C57Bl/6
e A/J foi de 15 dias. Embora o processo de vascularizagio seja diferente no transplante
ectopico, nos resultados da Figura 4-A observou-se 0 mesmo tempo de rejei¢do, sendo
justificado pela incompétibilidade genética desses animais. Quando foi utilizada a
finhagem BALB/c como doadora o tempo de rejeicio ficou mais prolongado, por
diferirem menos geneticamente. Em outro modelo experimental no qual se estudou a

associagdo de uma infec¢iio por Iripanossoma cruzi e tratamento com anti- CD4”, n o

transplante ectépico de tecido cardiaco na orelha, entre as linhagens C57BL/6 como
doadora e BALB/c como receptora, o tempo de rejeigdo no grupo controle foi de 20
dias (_RIBEIRO DOS SANT OS et al. 1992). |

Os resultados da Figura 4-B demonstram leves altera¢des que refletem
um retardo na rejeicdo dos transplantes especialmente nos animais que receberam sangue
pela V.O_, quando comparados aos que receberam pela V. I. Embora os aspectos
macroscopicos fossem muito parecidos com aqueles observados no controle de rejeigdo,
apenas 10% dos animais que receberam sangue pela V.I. apresentaram batimentos por
um tempo de trés dias. Em contrapartida, 80% dos anmimais que receberam sangue V.0,

apresentaram batimento cardiaco por um periodo de 5 dias.
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A analise histopatologica des diferentes transplantes foi realizada, a partir
das imagens microscopicas observadas nos diferentes cortes de tecidos, na comparacio
entre o tecido cardiaco antes e ap6s ser implantado na orelha e na evolugio do processo
inflamatorio associado com os diferentes dias de observacdo.

Com a analise dos cortes nos dias 5, 10, 15 e 20 verificou-se que o
processo de rejei¢do iniciou-se entre 0 5 e 10° dia: no 5 dia a imagem observada fot a
mesma para todos os grupos, com infiltrado inflamatério discreto, fibras cardiacas
preservadas na periferia e necroticas na area central do transplante com vasos dilatados.
No 10" dia nos animais controles de rejeigio e naqueles que receberam sangue pelas V.O.
e V.1, estavam presentes algumas fibras cardiacas preservadas na periferia, um denso
infiltrado de células mononucleares, além de capilares e vénulas (Figura 9 e 10).
Entretanto para o grupo controle de aceitagdo foi observada a presencga de fibras
cardiacas preservadas e auséncia de infiltragdo de células mononucleares, constatando
uma aceitagdo do transplante (Figura 8). Essa imagem do grupo controle de aceitacéo foi
preservada nas analises dos 15° e 20° dias (Figuras 11 e 14).

No transplante do tecido cardiaco na orelha, a irrigagdo sangiiinea do
tecido ocorre espontaneamente por anastomose € formagio de novos vasos no tecido
implantado. Uma circulagdo completa do tecido transplantado parece ter ocorrido ap6s o
quinto dia, porquanto foi observada a mesma imagem para todos os grupos, representada
na figura 7. Devido a irrigagdo tardia, encontramos areas de necrose na regido central até
no grupo controle de aceitagdo. O que ndo ocorre quando a irrigagdo ¢ direta, como no
trabalho de GOSS et al., (1993).

Confirmando as observagbes macroscopicas dos grupos inoculados com
sangue, onde os animais inoculados pela via oral apresentavam 80 % de batimentos

cardiacos durante 5 dias, a presenga de fibras cardiacas viaveis foi demonstrada na Figura
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15 até o 15° dia. Os animais do controle de rejeigdo ou inoculados com sanguewsela VI
apresentaram um denso infiltrado de células mononucleares na periferia e areas de
substituigdo do tecido cardiaco por fibroblastos (Figura 12). O infiltrado
linfomonocitario nos inoculados com sangue pela V.O. apresentou-se com menor
ntensidade (figura 13), quando comparados com a figura anterior, além da presenca de
fibras cardiacas viaveis na regido central, sugerindo um retardo no processo de rejeicio.

A rejeigdio em um transplante cardiaco dos animais controles comprovada
por SCHULZ et al,, (1995), mostraram que o parénquima cardiaco estava com um
infiltrado de células, incluindo linfécitos, linfoblastos e macrofagos, com sinais de
destruicdo de midcitos. Nos resultados de RIBEIRO DOS SANTOS et al, (1992),
verificaram um mfiltrado linfomononuclear difuso com fibrose intersticial (que ¢ a
substitui¢do do tecido cardiaco por fibroblastos e tecido conjuntivo).

No vigésimo dia, o denso infiltrado e o tecido de reparagdo se
mantiveram iguais ao do 15° dia (Figura 15). Animais inoculados com sangue pela V.O.
(Figura 16), quando comparados aos do 15° dia (Figura 13), ndo havia fibras cardiacas
viaveis e o infiltrado ja se apresentava mais denso como o da Figura 15. Nos animais que
foram inoculados com sangue pela V.I. (Figura 17), o tecido conjuntivo de reparagio
encontra-s¢ em uma fase mais adiantada de maturég:ﬁo do que das figuras 15 e 16
(controle de rejeicdo e via oral), sugerindo uma aceleragdo do processo de rejeigdo neste
grupo.

Tem-se estudado o efeito isolado da aplicagio de anticorpos monoclonais
antecedendo a transplantes, como RIBEIRO DOS SANTOS ef al. 1992, que inocularam
anti-CD4" com o intuito de induzirem tolerdncia em animais infectados com chagas, para
que esses animais pudessem receber um transplante. BIERER ef af. 1993, testaram os

imunossupressores CSA e FK506 e verificaram que inibem o sinal de transducdo das
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células T, sem inibir os receptores de ativagio das linfocinas.

Modelo experimental com ratos transfundidos com sangue de doador
especifico tiveram retardo da rejeicdo, mas rejeitaram hiperagudamente quando
inoculados com linfécitos do mesmo doador por via intravenosa (JASKLOWS ef al
1996). Enfim, sdo inumeras as propostas para a indugio de tolerincia para a
administragdo do sangue com reagentes imunobioldgicos ou com imunossupressores.

No entanto persiste a idéia de se buscar um melhor conhecimento dos
mecanismos envolvidos nessa tolerdncia, especialmente pelas informagdes ja consagradas
da necessidade da presenga das células linfocitarias e dos seus produtos de secregfio
(TIZARD, 1995). A analise global dos resultados aqui apresentados, inferem sobre a
existéncia de uma somatdria de mecanismos imunologicos, abrindo perspectivas de

estudo para inumeros pardmetros.
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CONCLUSOES:

¢ Um modelo experimental de alotransplantes ectdpicos de tecido cardiaco na orelha,

foi desenvolvido em camundongos de duas linhagens isogénicas com haplotipos
distintos A/J (H-2” ¢ C57BL/6 (H-2°) destacando-se a importincia do controle de

qualidade sanitaria e do monitoramento genético desses animais:

™

- Nos isotransplantes entre camundongos da linhagem A/J de haplotipo H-2°,

sobrevivéncia fol por mais de 100 dias, comprovando-se a isogenia desta linhagem.

Nos alotransplantes entre camundongos de haplotipos diferentes A/J (H-2¥

o]

C57BL/6 (H-2"), uma tipica rejei¢io ocorreu em 15 dias, confirmando a
heterogeneidade entre as duas linhagens.

Na tentativa de indug@o de tolerincia aos alotransplantes através da inoculagdo prévia
de sangue do doador C57BL/6 (H-2") para o receptor A/J (H-2") pelas vias
intravenosa ¢ oral, nos alotransplantes dos camundongos inoculados com sangue por
via intravenosa a sobrevivéncia do tecido cardiaco foi de 15 dias; e dos camundongos
inoculados com sangue pela via oral a sobrevivéncia do tecido cardiaco foi de 20 dias
sugerindo que a via oral € mais eficiente na manutengio do transplante.

A analise histolégica conjunta desses dados destacou o infiltrado de células
mononucleares e a presenga ou nio de fibras cardiacas viaveis como sinalizadores
determinantes para a permanéncia ou rejeigdo do transplante. Nos tecidos do 15° dia,
de camundongos inoculados com sangue pela via oral foi demonstrada a presenca de

fibras cardiacas viaveis, compativel com o retardo no processo de rejeigio.
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