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RESUMO: Objetivou-se estudar um modelo experimental
de implante de coracdo em segundo a
exequibilidade, cinética pés-operatéria, por
histopatologia e aplicacdo pratica. Foram empregados
isogenicos das cepas BALB/c e C57BL/10,
mfornecidos pelo Biotério do Departamento de
Parasitologia, Microbiologia e Imunologia da FMRP/USP.
Os protocolos experimentais foram conduzidos mediante

camundongos,

animais

a execucdo dos tempos operatdérios envolvidos com a
técnica e se resumiram na implantacdo de coragdes
obtidos de doadores recém-natos, para o subcutdneo da
regido dorsal da orelha externa de receptores
singenéicos e ndo singenéicos adultos. Os resultados
obtidos demonstraram, fundamentalmente, boa
exequibilidade e éxito nos implantes singenéicos. Nos
ndo singenéicos houve rejeicdo sistemdtica. A anélise
conjunta dos parametros estudados permite adiantar a
grande utilidade do modelo e os subsidios que trara

para estudos futuros no campo da alotransplantacéo.

UNITERMOS: Implantes, coragao; Cirurgia

experimental; Camundongos

INTRODUGAO

Ao iniciarmos as nossas proposicdes o faremos
lembrando um dos mais notaveis feitos da medicina
contemporanea: os transplantes de coracdo. Teorizados
por CARREL; GUTHRIE 7 (1905) abandonaram os bastidores
da experimentagcdo cirdrgica, ganharam os campos da
aplicacdo terapéutica e ndo fossem os fenbmenos de
rejeicdo tecidual, barreiras limitrofes, constituir-
se- iam em una das mais espetaculares descobertas da
hunanidade.

0 fato, aliado a alguns outros, culminou com o
grande avango no campo da
contexto
alternativas que
Assim, prevenir a formacdo de anticorpos tornou-se una
constante. importantes
valores da radiacdo ionizante como forma de terapia
(HEKTON 18, 1915; MURRAY et al. 27, 1960; HAMBURGER et
al. 77, 1962; HUME 1968). Surgiram observacoes
sobre a atividade imunossupressora dos corticdides
(BILLINGHAM et al. 3, 1951; UOODRUFF 43, 1957; MERRIL
et al. 26, 1969).

Drogas antimetabdlicas foram igualmente estudadas
(CALNE , 1960; SCHUARTZ; DAMESHEK 32, 1960) e
resultados encorajadores foram obtidos com a
azatioprina (CALNE 6, 1961; ELION et al. 10, 1961;
MURRAY et al. 1963). Medidas alternativas,
baseadas na extracdo de massas de tecidos linféides,

imunopatologia, em cujo

basicamente se procurou investigar

minimizassem tais incovenientes.

Descobertas notificaram os

ineficiéncia e riscos
(STARZL 37, 1964).
Investigagbes subseqlientes a eficacia do
soro antilinfocitario no transplante renal (STARZL et
al. 37, 1967; TRAEGER et al. , 1968; SIMMONS et al.
33, 1972), mas duvidas pertinentes & metodologia de
adninistracdo e duracdo do tratamento restringiram o
emprego do sal em programas de imunossupresséo.

Assim, de todas as variantes tentadas com vistas

foram tentadas, contudo,
técnicos motivaram seu abandono

avaliaram

a imunossuprimir pacientes transplantados,
estabeleceu-se que a condicdo, em particular, requeria
o emprego de agentes associados e ndao de métodos
isolados (FRIEDMAN et al. 12>13( 1971, 1973). Modelos
terapéuticos combinados passaram a ser empregados e a
associagdo do corticéide com a azatioprina tornou-se
(CHATTERJEE 8, 1973).

reacionais, pertinentes a rejeicéo
hiperaguda, contrapuseram-se a proposicdo (WILLIANS et
al. 41, 1968; PATEL; TERASAKI 30, 1969; BERGENTZ et
al. 2, 1970; LUCAS et al. 22, 1970). Com base em tais
consideracdes,

cléassica Paradoxalmente,

fenomenos

estudos direcionados & prevengdo do
quadro passaram a ser conduzidos. A utilizagdo de
fragmentos de imunoglobulina (1gG)
(F(ab*)2) e

imunossupressores inespecificos,
resultado (MARTINS et al. 25, 1975).

digerida pela

pepsina doses adequadas de

mostraram a"aun
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Paralelamente aos fendmenos hiperagudos, quadros
agudos de rejeicdo, incidentes entre a 1 e 16
semanas de poés-transplante, ou a qualquer tempo,
interrompida a terapéutica imunossupressora, assuniram
igual importancia (HAMBURGER 1967; BUSCH et al. 4,
1971). Estatisticamente avaliados, mostraram atingir
cerca de 70% de pacientes com rins transplantados
(UILLIANS et al. , 1967; LUCAS et al. 2 , 1970).
Simultaneamente, outras
apesar de frequentes,

investigacfes revelaram que
revertiam-se total ou
parcialmente em 75% dos casos, aumentadas as doses de
corticoterapia (MURRAY et al. 28, 1963; STARZL et al.
3S, 1963; STARZL et al. 36, 1964; KOUNTZ; COHN 21,
1969; LUCAS et a& 22, 1970; BELL et al. P&' 1971;
VINEYARD et al. , 1974; MARTINS et al. , 1976;
GRAY et al. 1978). Outros farmacos, tais como as
actinomicinas C e D, foram propostos para o controle
das crises de rejeicdo aguda (STARZL et al. 3%, 1964;
KOUNTZ; COHN 2 , 1969; LUCAS et al. 22, 1970-
CHATTERJEE 8, 1973). Contudo, MAKINODAN et al.

(1970) e COLOGNA 9 (1979) ndo lograram resultados que
permitissem ratificar a preconizacdo. FERRAZ et al. *
(1976) comparativamente fisicos,
quimicos e bhiolégicos de imunossupressdao e concluiram

avaliaram modelos
por seus inUmeros incovenientes. Estes, por atuarem de
queda ndo
imune e dizimavam as defesas

maneira inespecifica,

seletiva da resposta

proporcionavam a

organicas do paciente.

Ainda  que inCmeras  pesquisas  tenham sido

realizadas no campo da imunopatologia dos
transplantes, com certeza muitas delas encontraram
barreiras quanto a  complexidade
técnica dos modelos experimentais empregados e, se
reportados os trabalhos aqui citados, as

basicas que justificam as presentes colocagdes sé&o

circunstanciais
razdes
inequivocas. Quantos  foram os que manifestaranm
dificuldades ndo apenas na interpretacdo, como também
na discussdo dos resultados obtidos no transcorrer de
suas pesquisas, sem

desencorajados,
projetos.

contar aqueles que,

provavelmente abandonaram o0s seus
fendmenos
cardiopatia,

muitos dos
formas de

Por razdes anadlogas

envolvidos com as diversas

particularmente a chagasica, em cronicos

transplantados, ndo

pacientes

foram  totalmente explorados.

Contribuir para o estudo de tais fendmenos, entende-
se, envolveria ndo somente modelos experimentais
s6lidos e

exeqlfveis.

sobretudo
pesquisas

igualmente
Razbes como

fidedignos, mas

essas motivaram
importantes no campo da experimentacdo cirdrgica.
Resultados encorajadores foram obtidos por FULMER et
al. 14 (1963) e mais tarde por JUDD; TRENTIN 20 (1971)
ao avaliarem a técnica de transplante cardiaco em
camundongo.

Entretanto, o modelo que basicamente se

constitui em im implante de coracdo em tecido

Braz. J vet. Res. anim. Sei., Sdo Paulo, v.28, n.2, p.191-200,

isogenicos.

subcutaneo foi, na época, apenas e fundamentalmente
empregado no estudo dos mecanismos envolvidos com a
histocompatibilidade, em diferentes cepas de
camundongos isogenicos quanto aos seus antigenos de
Classe 1 e IlI, muito ficando por ser explorado.
Paradoxalmente, métodos complexos e tecnicamente pouco
exequiveis foram e sdo os habitualmente utilizados. £
exemplo a técnica de transplante de coracdo em ratos
proposta por ONO; LINDSEY (1969) e exaustivamente

empregada por SIMOES 34 (1978) e SANTOS et al. 31

(1981).

Com base no que foi resgatado, idealizou-se a
pesquisa. Esta procura investigar, macro e
microscopicamente, a cinética pés-operatéria e os

padroes fisiolégicos e imunoldégicos de coracgdes
implantados, segundo o modelo proposto por FULMER et
al. ™ (1963). Com ela objetiva-se, ainda, padronizar
e adaptar o procedimento as condig¢des nossas e atuais,

para estudos futuros no campo da imunopatologia.

MATERIAL E METODO

1 ANIMAIS

Foram empregados 30 camundongos singenéicos,

pertencentes as cepas BALB/c e C57BL/10, obtidos junto
ao Biotério de animais isogenicos do Departamento de
Parasitologia, Microbiologia e Imunologia da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o
Paulo.

2. ESQUEMA DE EXPERIMENTAGAO

2.1. Grupo 1 -Implantes singenéicos

- Receptores BALB/c (machos) x Doadores BALB/c (machos

e fémeas)
Receptores BALB/c  (fémeas) x Doadores BALB/c
(fémeas)

2.2. Grupo 2 - implantes ndo singenéicos

- Receptores BALB/c (machos) x Doadores C57BL/1G
(machos e fémeas)
Receptores BALB/c (fémeas) x Doadores C57BL/1C
(fémeas)

- Receptores C57BL/10 (machos) x Doadores BALB/c

(machos e fémeas)
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- Receptores C57BL/10 (fémeas) x Doadores BALB/c

(fémeas)

3. TECNICA OPERATORIA

recém-nascidos foram anestesiados com

contidos e submetidos a toracotomia
rebatimento do gradil

obtidos

individualizacdo e seccdo em bloco dos vasos da base,

Animais
ét” etilico,
bilateral com toracico

cranialmente. Coragdes mediante
apés retirados, foram rapidamente banhados em solugédo
salina estéril, tamponada com fosfato 0,1 M e pH 7,2
(PBS) e implantados em receptores adultos machos e
fémeas.

Camundongos adultos com peso médio de 20 g foram
anestesiados com éter etilico, contidos e submetidos
ao implante. 0s tempos operatdrios incluiram inciséo
cutanea de aproximadamente 3 mm de extensdo junto a
base da face dorsal de ambas as orelhas externas, com
lamina de barbear, divulsdo romba do tecido celular
subcutaneo, em direcdo a orgao,
implante do coracdo no leito preparado e compressao
das 4&reas 1incisadas com pinca anatbémica por alguns
segundos. Nao empregadas
cicatrizacdo das feridas cutineas se deu por 'segunda
intencdo" (Fig. 1).

extremidade do

foram suturas e a

4. DEUNEAMENTO
4.1. Grupo 1 - Implantes singenéicos

Macroscopia e histopatologia seqienciais, até 30
dias de poés-operatéorio, de 40 implantes singenéicos

entre camundongos BALB/c.
4.2. Grupo 2 mImplantes n&o singenéicos

Macroscopia e histopatologia sequenciais, até 30
dias de  pds-operatério, de 20 implantes  nédo
singenéicos entre camundongos C57BL/10 e BALB/c.

5. TECNICAS DE AVALIAGAO
5.1. Avaliagdo macroscopica

Compreendeu a observacdo diaria de evolucdo do

processo cicatricial junto as feridas cuténeas,
aspecto externo dos coracfes implantados e atividade
miocélulas. Para

contratil de suas tanto,

eventualmente empregaram-se lupas convencionais.
5.2. Microscopia 6ptica

Colheita do material, conservacdo e técnicas de
preparacdo das laminas seguiram os protocolos. Assim,

conforme os periodos proprios de observacdo, os
animais foram novamente anestesiados com éter etilico
e as orelhas, contendo os implantes, amputadas,
lavadas em solucdo isotonica de cloreto de sdédio e
fixadas em Bouin por 24 Seguindo os
procedimentos laboratoriais, apés repetidas passagens
em alcool com diferentes concentragdes (70%, 80%, 90%
e 100%), foram submetidas a

cortadas a una espessura de

horas.

inclusdo em parafina,

5 jjn em micrétomo
convencional, hemallnem-eosina e
tricromico de masson,

fotomicroscépio Zeiss.

coradas pelo
examinadas e fotografadas em

RESULTADOS
1. AVALIAGAO MACROSCOPICA
1.1. Grupo 1 mimplantes singenéicos

Nas primeiras 24 horas de pds-operatério pdde-se
constatar, em todos os implantes e nas
circunvizinhas a eles, reagdo inflamatéria com focos
de necrose e, pavilhoo auricular,
sensibilidade exacerbada. N&o obstante, no decurso de

regides

junto ao

3 dias, as regifes apresentaram aspecto de organizacéo
evoluindo para a normalidade e, ao final de 7 dias, os
coragdes implantados j& se encontravam integrados ao
organismo receptor.

Quanto a atividade contratil da musculatura
cardiaca, esta teve infcio em perfodos varidveis entre
7 e 21 dias apd6s o implante e ndo necessariamente em
ambas as orelhas. De todos os
nestes tempos, 70%

miocardicas. Os

implantes avaliados
apresentaram contragdes
restantes, ou necrosaram e foram
absorvidos ou mantiveram-se com aparente aspecto de
integridade, porém sem atividade contratil
visualizavel macroscopicamente.

Outrossim, pode-se verificar que nos implantes em
que as contragdes foram notificadas, o fenbmeno se
manteve no decurso de todo o perifodo de avaliagdo.
Apenas a titulo de interesse pessoal, alguns animais
implantados foram mantidos por até 9 meses e nestes, a
contratilidade perdurou.

Embora tivessen sido realizados implantes
bilaterais, o sucesso de um deles ndo necessariamente

implicou no mesmo na face contralateral e vice-versa.

1.2. Grupo 2 - Implantes néo singenéicos

Ao tempo dos 3 primeiros dias o quadro

macroscépico ndo divergiu do grupo anterior (Implantes
inflamatério

singenéicos). Nos subseqlientes o quadro

perpetuou culminando com a morte e absorcdo dos

enxertos e em periodo nunca superior a 30 dias. Né&o

Braz. J. vei. Res. anim. Sei., S8o0 Paulo, v.28, n.2, p.191-200, 1991.
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foram notificadas atividades contrateis e a somatéria
dos fendmenos compatibilizou um quadro de rejeicédo
tecidual.

2. MICROSCOPIA OPTICA

2.1. Implantes singenéicos

Nos 3 primeiros dias de pés-implante verificou-se

infiltrado multifocal predominantemente constituido
por polimorfonucleares neutréfilos apresentando, de
permeio, miocélulas normais, outras em necrose e, as
vezes, micro-abscessos.
Decorridos os periodos
celular foi

predominio de

iniciais, o infiltrado
diminuindo, com
mononucleares e areas de

progressivamente
células
fibrose. Miocélulas iniciaram organizagdo centripeta
entremeada por nitida neoformacdo vascular, j& benm

constituida no decurso de 15 dias <Fig. 2).
2.2. Grupo 2 -Implantes ndo singenéicos.

Nos 3 dias iniciais, o0s aspectos observados foram
similares aos do grupo anterior. N&o obstante, com o
evoluir o infiltrado de polimorfonucleares neutréfilos
foi rédpida e substituido  por
fibroblastica.

infiltrado
variados de

progressivamente
mononucleares com
Miofibras

inflamatoério

proliferacéo
encontradas em permeio ao
passaram a exibir graus

degeneracdo, com substituicdo por intensa fibrose.

DISCUSSAO

Tendo em vista os objetivos da pesquisa que
fundamentalmente se voltaram ao estudo de un modelo
experimental de implante de coracdo, serdo discutidos
apenas o0s aspectos relacionados ao proposto, razéao
pela qual parte da
procurou

literatura introduzida, que

historiar assuntos relativos a
alotransplantagdo e mecanismos de imunossupressdo, nao
serd aqui mencionada.

A opcdo pelo estudo da técnica de implante de
coragdo em camundongos, proposta por FULMER et al.
(1963), atingiu plenamente os objetivos.

sofreu

E fato que
estas foram
que passardo a ser

algumas  modificacgdes, mas
imprimidas por razdes proéprias

selecionaram-se os doadores
modelo original propondo a
principalmente de  fetos "a  termo",

sistematizou-se

descritas. Inicialmente,

e, ao contrario do

utilizacéo

empregar apenas animais recém-

nascidos. A decisdo se deu tendo em vista estudos
pilotos que demonstraram que coracbes obtidos de
animais recém-nato; até o 4 dia de vida,

apresentavam comportamento evolutivo comparavel

Braz. 1 vet. Res. anim. Sei., Sdo Paulo, v.28, n.2, p.191-200, 1991.

isogénicos.

oriundos de fetos, encurtando os
cirdrgicos e mantendo vivas as matrizes.

aqueles tempos

Ainda em investigacdes preliminares, padronizou-
se a forma de implantacdo. Para tanto, foram avaliados
implantes ndo s6 de fragmentos de coragdo, mas também
da massa total do mesmo. A utilizagdo de porgoes
(FULMER et  al. 1963)  foi
exaustivamente avaliada por JUDD; TRENTIN (1971)

que passaram a preconizd-la, tendo em vista o sucesso

fragmentadas

obtido. Paradoxalmente, a comparagdo preliminar entre
as duas formas possibilitou constatar que fragmentos
de tecido cardiaco, nem sempre se compondo de um mesmo
tamanho e diferentes quanto as qualidades de tecido
atrial ou ventricular, introduziram variaveis que
dificultavam a analise dos resultados. De outra forma,
o emprego do coragdo “em bloco",

adotado, além de

que passou a ser
excluir tais inconvenientes,
facilitou a pratica operatéria e permitiu un curto
espaco de tempo entre a retirada do 6rgdo do animal
doador e o término do implante, evitando a necessidade
de perfusdo do dadas as

anatbmicas, seria praticamente impossivel.

mesmo  que, condigdes
Em todos os implantes os coragdes foram obtidos
de doadores machos e fémeas e implantados em
receptores adultos. Quando estes eram machos ndo se
fazia objecdo quanto ao sexo dos doadores, todavia se
0os receptores eram fémeas os doadores também o eram.
Ainda que alguns trabalhos n&o tivessem demonstrado
inter-relacdo quanto ao sexo que comprometesse o0 éxito
da técnica JUDD; TRENTIN (1971), a medida pretendeu
excluir a possibilidade de rejeicdo dependente da
variavel de histocompatibilidade do Sistema HY.
Finalmente, a fim de se excluirem outras
sistematizou-se realizar os

orelhas, o que possibilitou

variaveis, implantes em

ambas as duplicar a
amostragem e o uso de un dos enxertos como controle do
contralateral. Estes aspectos foram de grande
significancia e igualmente efetivos, principalmente no
estudo dos aloimplantes e os padrfes de rejeicdo. N&o
menos, o foram na confirmagdo da isogenicidade nos
implantes singenéicos, possibilitando afirmar que
nestes os insucessos de alguns enxertos se deram por
mera condigdo circunstancial, pois ocorreram em apenas

uma das orelhas. N&o houve casos de insucesso em
ambas.

A obtencdo de éxito em 70% dos implantes
isogénicos, resultado similar ao obtido por FULMER et
al. 14 (1963) e JUDD; TRENTIN 20 (1971) confirmou que
as modificacbes imprimidas no modelo original néo
influenciaram de forma negativa. Ao contréario, néo
tendo elas alterado suas qualidades e ao mesmo tempo
facilitado a execucdo das manobras, acredita-se, os
objetivos foram plenamente alcancados. Da mesma forma
nos implantes néo

singenéicos, pois possibilitaram

andlise comparativa dos padrdes de rejeicéo.
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estas  se
implantes

Quanto as atividades
iniciaram precocemente,

contrateis,
se comparadas aos
originais de FULMER et al. ~ (1963) e o0s que se
seguiran de JUDD; TRENTIN 20 (1971). Todavia, a
apresentagdo temporal com que se mantiveram foi de
certo modo igual. N&o se pode aferir as razbes
determinantes.
Relativamente a apresentacdo macroscépica da
contratilidade, a manifestacdo, em alguns casos, focal
dos batimentos, sugere

atividade e outras ndo. 0

coldnias de miocélulas enm
fendmeno pode ser
considerado como decorrente da natureza da técnica que
fundamentalmente se constitui em una cultura "in vivo"
de células. Estes achados estdo concordantes com os
trabalhos originais.

Comparando as
outras técnicas experimentais para o estudo "in vivo"
de alotransplantes, é possivel afirmar que a
metodologia e a fidedignidade deste se destacaram.

SIMOES 3A (1978) e SANTOS et al. 31 (1981) estudaram

caracteristicas do modelo com

transplantes de coragdes em ratos e encontraram
dificuldades importantes na execugdo. E fato que
trabalharam com imunopatologia da cardiopatia

chagasica e ndo apenas com o modelo em si, todavia é
sdbido que este, ainda que de grande utilidade, &
demorado e tecnicamente dificil de ser
confeccionado, o0 que ndo ocorre com O
camundongo.

Resta discutir as razdes pelas quais os implantes

oneroso,
modelo no

ndo vascularizados sobreviveram e exibiram atividade.
Sendo os coragdes obtidos de animais recém-natos, as
miocélulas, ainda ndo bem diferenciadas, mantiveram-se
temporariamente nutridas por embebicdo e mais tarde
por neoformacdo vascular.

Finalmente,
propiciou o

modelo
sobrevida dos

chama a
estudo

atencdo que o
macroscépico da
implantes, o que sem ddvida o valoriza e o coloca como
una proposicao

experimental de grande utilidade no

campo da imunopatologia.

CONCLUSOES

0s resultados obtidos com 0s protocolos

experimentais permitem adnitir que:

- o modelo experimental de implante de coragdo no

camundongo é técnica

sofisticacles;

exequivel e ndo requer

por tratar-se de um procedimento "in vivo" ¢é de
grande fidedignidade;

- as modificagdes imprimidas, relativamente & técnica
facilitaram a execucdo das manobras e a

interpretagdo dos resultados;

original,

0s objetivos contidos nas proposicdes iniciais

foram plenamente alcancados.
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SUMMARY: An experimental model of heart implantation
in accordance to the feasibility,
post-surgical kinetics by histopathology and practical
application. |Isogenic animals from BALB/c and C57BL/10
strains were used, supplied by the Animal House of the
Department of Parasitology, Microbiology and
FMRP-USP. The experimental protocols
were performed according to the operatory steps of the

in mice was studied,

Imnunology of

implantation of hearts extracted from just-born donors
to the subcutaneous space of the dorsal face of the
ear of adult singeneic and non singeneic receptors.
Obtained results showed,
and success in
singeneics,

basically, good feasibility
implantation. For non
sistematic rejection. The
analysis altogether of the studied parameters allows

singeneic
there was

to foresee the great utility of the model and the

subsides that will bring to further studies in the

field of alotransplantation.

UNTTERMS: Implantation of heart; Experimental

surgery; Mice
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FIGURA 1- Imagem fotogréafica representativa dos tempos operatérios relativos ao modelo experimental.
A - Implante do coracdo junto ao leito receptor ;;B- Procedimentos técnicos concluidos.



FIGURA 2 -

A - Aspecto de corte de coragdo 24 horas ap6s o implante,
em receptor singenéico normal. Infiltrado difuso de polimorfo-
nucleares neutrofilos entremeando miofibras. Coloracdo pela
hematoxilina e eosina (I00x). B - Aspecto de corte de coragdo 4
dias apds o implante, em receptor singenéico normal. Infiltra-
do difuso com predominio de ce'lulas mononucleares entremean-
do miofibras. Coloracdo pela hematoxilina e eosina (I00x).



