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EPRODUCAO DE UM MODELO
EXPERIMENTAL DE ENXERTO DE CORACAO
EM ORELHA DE CAMUNDONGO

RESUMO
Ana Paula Simées Ferreira’ A transplantacao de dérgaos é uma modalidade terapéutica bem
Raimunda Violante C. de Assis? estabelecida no tratamento da faléncia de érgaos. Os avancos neste
_ MarcusGomesBastos’ | campo deveu-se muitas vezes, aos estudos de imunobiologia de trans-

plante e da acao dos varios imunossupressores em modelos experi-
mentais de transplante em animais. Objetivo: Desenvolver um mo-
delo experimental de transplante de 6rgao sélido (coracao) a ser uti-
lizado nos estudos de imunobiologia, para andlise da reacao de re-
jeicao para testar novos imunossupressores. Material e métodos: Qito
animais recém-nascidos submetidos a toracotomia, tiveram os cora-
¢oes extraidos e, posteriormente, implantados em lobos auriculares
de quatro camundongos adultos isogénicos. A avaliacio da “pega”
dos enxertos foi definida pela sensacao tatil dos batimentos dos co-
ragoes implantados e pela andlise histopatolégica dos mesmos. Re-
sultados: Quatro dias apds os transplantes, constatou-se movimen-
tos contrateis em 06 dos 08 enxertos, o que nao foi percebido nos
outros dois. Em 06 enxertos, a macroscopia e a microscopia foram
sugestivas de “pega” dos transplantes, enquanto a anélise de 2 en-
xertos, em um mesmo receptor, evidenciou processo compativel com
rejeicdao aguda dos mesmos. Discussdo: A explicacao para a rejei-
¢ao encontrada em dois dos enxertos, seria a histoincompatibilidade
Hy entre os doadores e o receptor. Conclusao: O modelo experi-
mental descrito mostrou-se vidvel para o estudo de imunobiologia

Correspondéndia: de transplante, podendo ser utilizado com reprodutividade na ava-
Marcus Gomes Bastos liacao da acao “in vivo” dos imunossupressores.
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INTRODUCAO

transplantacdo de 6rgaos é uma mo-
dalidade terapéutica bem estabeleci-
da no tratamento da faléncia de or-
gaos. Os avancgos neste campo decorre-
ram, muitas das vezes, dos estudos da
imunobiologia de transplante e da acao
dos vérios imunossupressores em mode-
los experimentais de transplante em ani-
mais.
Existem varios modelos de transplan-
te de 6rgaos em camundongos, sendo al-
guns de técnica cirurgica dificil, como o

MATERIAL E METODOS

transplante de rim %13 e coragao * &%
12 e outros que empregaram produtos
quimicos caros e de dificil conservagao,
como por exemplo a colagenase, empre-
gada na digestao de pancreas nos trans-
plantes de illhotas pancreaticas ©7.

Neste estudo, os autores reproduzem
um modelo de transplante de coragdo em
orelha de camundongo “, o qual podera
ser empregado em protocolos de estudos
da imunologia do transplante e avaliagao
de novos agentes imunossupressores.

A1

ito doadores isogénicos: Camundongos
BALB/c recém-natos, de ambos os se-
xos, com até 24h de vida.
Quatro receptores isogénicos: Camundon-
gos BALB/c adultos, fémeas com aproxi-
madamente 6 semanas de vida.

Técnica de enxertia de corac¢dao no
lobo auricular de camundongos.

Os camundongos receptores do en-
xerto foram anestesiados com injegao in-
traperitoneal de 1ml hidrato de cloral a
4% (75,0 mg/ml de cloral hidratado; 60,0
mg/ml de sulfato de magnésio; 50,0 mg/
ml de glicose anidra; 8,0 mg/ml de cloreto
de sédio e agua destilada QSP 50ml), di-
luido em soro fisiolégico 0.9% na pro-
porcao de 1:1. Sob anestesia, os animais
foram submetidos a tricotomia da base
da orelha, utilizando-se lamina de bistu-
ri. Com auxilio de um cotonete, realiza-
va-se a anti-sepsia com alcool iodado em
sentido distal a base da orelha.

Em seguida, com uma lamina de
bisturi, realizava-se uma pequena incisao
anterior entre a transicdo da pele com a
cartilagem do lobo auricular, poupando-
se 0s vasos auriculares principais. A par-
tir do local de incisdo, confeccionava-se
um tinel subcutaneo até o sitio de im-
plantacao do enxerto, através de movi-
mentos rotatérios com auxilio de uma

ponteira de pipeta automética, sempre em
sentido paralelo a base da orelha do ani-
mal receptor.

O camundongo recém-nascido do-
ador era acondicionado em recipiente
de isopor, contendo gelo e, ap6s tornar-
se cianético, era submetido a uma inci-
sao transversal e longitudinal em regiao
téraco-abdominal anterior, ao que se
seguia a exposicao do coragao por leve
compressao do corpo do animal. O co-
racao era entao retirado com uma pinga
de ponta delicada, tomando-se o cuida-
do de nao perfurd-lo. O enxerto era, em
seguida, transferido para uma placa de
Petri, contendo gaze embebida em soro
fisiologico.

Finalmente, os enxertos cardiacos
eram cuidadosamente conduzidos por
uma pinga e acondicionados no interior
da porcao plastica de um abocate nume-
ro 16, utilizando-se o seu guia. Seguia-se
a introdugao da porgao plastica do abocate
através do tinel confeccionado sob a pele
da orelha do camundongo e ja no sitio ou
“bolsa” de implantacao do enxerto, pro-
cedia-se a enxertia do coragao. O procedi-
mento era concluido apés o local de inci-
sao do lobo auricular do animal receptor
ser brevemente comprimido por uma pin-
ca anatdmica, sendo o seu fechamento re-
alizado por segunda intencao.
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RESULTADOS

Foi sistematizado realizar os trans-
plantes em ambas as orelhas do receptor,
0 que permitiu duplicar a amostragem e
utilizar um dos enxertos como controle
do contralateral.

Avaliacao dos enxertos cardiacos
Macroscopicamente, o processo de
“pega” do enxerto foi avaliado, diariamen-
te, até o quarto dia pos-transplante, atra-
vés de método visual e/ou tatil dos bati-
mentos do coragao enxertado. A seguir,
0s animais receptores foram anestesiados
com éter etilico por via inalatéria e ex-
traiu-se ambos os lobos auriculares, con-

tendo os enxertos, pelas suas bases com
auxilio de uma tesoura. A comprovacao
dos movimentos dos implantes foi entio
obtida através do estudo histopatoldgico
dos mesmos.

Para tal, a orelha contendo o trans-
plante cardiaco foi fixada em solucao
de Formol a 10%. Apés fixacio, todas
as orelhas foram seccionadas transver-
salmente através do enxerto em interva-
los de 2 mm, incluidas em parafina,
seccionadas, coradas com hematoxilina-
eosina e posteriormente avaliadas pela
microscopia optica em um microscépio
Olympus (CBA).

DISCUSSAQ

o total de 51 camundongos transplan-

tados, 4 receberam enxertia de cora-

¢ao de doadores com até 24h de vida
e constituem o nosso material de estudo.
Os demais 47 experimentos foram reali-
zados durante o periodo de aprendizagem
e implementagao da técnica experimen-
tal, nao seguindo portanto uma metodo-
logia uniforme que permitisse a andélise
dos resultados.

Seis dos 8 coragoes enxertados apre-
sentaram batimentos cardiacos compro-
vados pelo método visual e/ou tatil, até o
quarto dia apds a cirurgia. Em um animal
receptor, ndao se observou movimentos
contrateis dos enxertos.

A andlise dos transplantes com bati-
mentos cardiacos evidenciou, & macros-

copia, presenca de area nodular, macia,
pardacenta em relacdo ao tecido claro e
elastico do pavilhao auricular e o estudo
histopatolégico caracterizou-se por discre-
ta organizacao periférica do tecido cardi-
aco no tecido de orelha. As fibras apre-
sentavam estriagdes preservadas e ausén-
cia de processo inflamatério perimisial ou
intersticial (figuras 1 e 2). Houve “pega”
dos enxertos.

No animal receptor em que nao se
observou movimentos dos enxertos, o as-
pecto macroscopico escurecido e as altera-
coes histolagicas de processo inflamatério
misto (mononuclear e polimorfonuclear)
intersticial e perimiocitico nos sugeriram
rejeicao dos enxertos (figuras 3 e 4). Carac-
terizou-se rejeicao aguda dos enxertos.

os dltimos anos, a transplantacao de

orgaos e tecidos se firmaram como

uma alternativa terapéutica importan-
te em varias situagoes clinicas. Muitos dos
conhecimentos que se aplicam em trans-
plantacdo clinica advém de estudos reali-
zados em animais de experimentacio. Vé-
rios modelos experimentais de enxertos
foram desenvolvidos, contudo alguns se
associam com limitagdes técnicas impor-

tantes. Por exemplo, o modelo de trans-
plante renal em camundongos impde uma
destreza cirtrgica dificilmente observada
na maioria dos pesquisadores "% |3 o
transplante de ilhotas pancreéaticas, em-
bora simples tecnicamente, exige o em-
prego de produtos quimicos (colagenase,
por exemplo) caros e de dificil acondicio-
namento 57,

No presente trabalho, os autores re-




FIGURAS
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produzem o modelo de transplante de te-
cido cardiaco na orelha de camundongos,
técnica inicialmente descrita por FULMER
e colaboradores ¥ e implementada em
nosso meio por SANTOS e colaboradores
@, Contudo, houve a necessidade de se
fazer algumas adaptactes no modelo no
transcorrer dos experimentos. Inicialmen-
te, tentamos o transplante de coragao
obtido de doadores com até 4 dias de vida,
seguindo o protocolo de SANTOS e cola-
boradores .

A inconstancia de presenca de bati-
mentos cardiacos (dados nao apresenta-
dos) nos levou a utilizar apenas animais
com até 24 horas de vida. Também opta-
mos em trabalhar com enxerto de massa
cardiaca total e nao de fragmentos de
coracao “, pela impossibilidade de uni-
formizacdo do tamanho e qualidade de
tecido atrial ou ventricular, o que poderia
prejudicar os resultados.

Dos 8 coragées transplantados, em
6 se observou “pega” do enxerto, como
observado nas figuras 1 e 2. Em um ani-
mal, 2 enxertos, observou-se a presenca
de um processo inflamatério misto, com-
posto de células mononucleares e poli-
morfonucleares no intersticio e perimio-
citico, compativel com quadro de rejei-
¢ao descrito por BILLINGHAM e colabo-
radores ¥. Como trabalhamos com doa-
dores e receptores isogénicos, a Unica
explicacao possivel para este achado se-

ria uma histoincompatibilidade ao nivel
do sistema Hy do camundongo. Esta pos-
sibilidade baseia-se no fato da nao deter-
minagao do sexo dos animais doadores,
que é dificil no recém nascido. Assim, é
possivel que um camundongo receptor
fémea tenha recebido um coracao de do-
ador masculino, determinando o proces-
so de rejeicao. Essa observacao nos leva a
sugerir o emprego de doadores do sexo
masculino no estudo dos fenédmenos
imunobioldgicos envolvidos no processo
de rejeicao de aloenxertos.

Finalmente, a realizagao de trans-
plantes em ambas as orelhas dos camun-
dongos permitiu duplicar a amostragem
de tecido para estudo e usar um dos en-
xertos como controle do contralateral.
Em conclusdo, o transplante de coracao
no lobo de orelha é um modelo experi-
mental tecnicamente simples, facilmente
reproduzivel e de baixo custo. Para reali-
zacdo, dispensa técnica cirtrgica refina-
da e/ou o emprego de material de alto
custo. No nosso meio, este modelo pode-
ra ser empregado no estudo dos fenéme-
nos imunologicos do transplante e no de-
senvolvimento de novas drogas imunos-
supressoras, como por exemplo a GTP I
M, a qual estamos atualmente testando.
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Fig;,'ra 1 -

Coracdo transplantado de camundongo. Fibras cardiacas integras,
sem reag¢do inflamatdria. HE X20
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Figura 2
Enxerto de coracdo em orelha de camundongo. Fibras de padrao normal,
sem agressao, sem rejeicdo. HE X40

Figura 3
Enxerto de coragdo em orelha de camundongo. Rejeicao celular e humoral (?).
Processo inflamatdrio mononuclear e polimorfonuclear com hemorragia. HE X20
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figura 4

Enxerto de cora¢do em orelha de camundongo. Rejeicdo aguda celular.
Agressao de fibras por mononucleares. HE X4




SUMMARY
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this work, the authors reproduce a model of heart
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