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IMUNODEPRESSAO INDUZIDA POR TALIDOMIDA E CICLOSPORINA
EM TRANSPLANTE CARDIACO HETEROTOPICO DE COELHO:
AVALIACAO DA SOBREVIDA E DA REJEICAO AO ENXERTO

Immunodepression Induced by Thalidomide And Cyclosporine in the Heterotopic Heart
Transplantation of Rabbits: Avaliation of Survival and Allograft Rejection

Jodo Batista Vieira de Carvalho', Andy Petroianu?, Eduardo Travolo3,
Alberto Brasil Barbosa Duarte®, Benhur Heleno de Oliveira®

RESUMO

Introducio: No presente estudo avaliamos a agdo imunodepressora da talidomida isolada ou associada a ciclosporina na prevengdo da
rejei¢do ao aloenxerto cardiaco heterotopico em coelhos. Métodos: Cinqiienta coelhos foram utilizados, sendo 25 doadores e 25 receptores.
Os animais receptores foram divididos em cinco grupos, cada grupo com cinco animais (n = 5): Grupo I (Controle) - animais nao-
imunodeprimidos, Grupo II - animais imunodeprimidos com ciclosporina na dose de 10 mg/kg/dia, Grupo III - animais imunodeprimidos
com talidomida na dose de 100 mg/kg/dia, Grupo IV - animais imunodeprimidos com ciclosporina na dose de 5 mg/kg/dia e Grupo V -
animais imunodeprimidos com ciclosporina na dose de 5 mg/kg/dia em combinagao com talidomida na dose de 50 mg/kg/dia). Resultados:
A combinagdo da talidomida com e ciclosporina mostrou o mais baixo escore de rejeicdo histopatoldgico (p < 0,05). A talidomida e
ciclosporina administradas isoladamente ou em associagdo foram efetivas contra a rejeigdo, aumentando significativamente a sobrevida
(p < 0,01) dos animais. Conclusido: A talidomida pode ser considerada uma droga imunodepressora eficaz na prevengdo da rejeigao ao
aloenxerto cardiaco heterotopico de coelhos em posigao abdominal.

Descritores: Talidomida, Ciclosporina, Transplante cardiaco heterotopico, Imunodepressdo, Coelhos.

INTRODUCAO

O sucesso atual com o transplante de 6rgaos deve-se aos avangos
naterapia imunodepressora e a disponibilidade de ampla variedade
de agentes farmacologicos.* O progresso permitiu passar da
terapia inicialmente citotoxica, associada a alta morbidade, para
uma voltada a melhor regulagdo da resposta imune.** A busca de
novas drogas imunodepressoras eficazes e com menor toxicidade
constitui um desafio.®’

Trabalho realizado nos Departamentos de Cirurgia da Faculdade de Medicina da UFMG e Um medicamento que parece ter agao lmunodepressora ca

Faculdade de Ciéncias Médicas, UNIFENAS. talidomida.®?Apesar dos primeiros insucessos experimentais, esta
' Mestre e Doutor em Cirurgia, Professor Adjunto |, Departamento de Cirurgia - Faculdade droga mostrou-se valida no tratamento da reacdo enxerto-versus-
de Medicina da UFMG; Professor, Angiologista e Cirurgiao Cardiovascular - Hospital hospedeiro, observado no transplante de medula 6ssea.'®'s Estudos

Universitario Alzira Velano - Faculdade de Ciéncias Médicas da UNIFENAS; experimentais tém evidenciado a acio da talidomida como droga
2 Professor Titular do Departamento de Cirurgia - Faculdade de Medicina da UFMG;

Docente-Livre em Gastroenterologia Cirurgica - Faculdade de Medicina de Ribeirdo imunodepressora e antiinflamatéria em transplantes de érgaos e

Preto, USP; Docente-Livre em Técnica Cirdrgica e Cirurgia Experimental - Escola no tratamento de uma série de doengas.'>'¢
Paulista de Medicina - UNIFESP; Doutor em Fisiologia e Farmacologia - Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da UFMG Pesquisador IA do CNPq;

3 Académico de Medicina - Faculdade de Ciéncias Médicas de Alfenas, UNIFENAS, MG.
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Dessa forma, a talidomida pode representar uma nova opgao no
campo da imunodepressao farmacoldgica e no controle da rejeicao
ao aloenxerto.®! Ela poderia eventualmente substituir os corticoides,

Vieira, 587 - sala 1210 B - Santa Efigénia - Belo Horizonte - MG - CEP 31150-240 pelo menos parcialmente, como droga tnica ou associada a doses
Fone: (31) 3241-4092 - E-mail: drjoaobvc@uol.com.br menores de imunodepressores, como a ciclosporina, para reduzir
Recebido em: 30/06/2003 Aceito: 09/12/2004 os efeitos adversos deste medicamento.
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Com o objetivo de avaliar a acdo imunodepressora da talidomida
em nivel experimental, realizou-se o presente trabalho.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 50 coelhos mestigos, adultos e de ambos os sexos
(32 machos e 18 fémeas), sendo 25 doadores e 25 receptores. O peso
dos animais variou entre 1,8 e 2,4 kg (2,1 + 1,8 kg).

Os receptores foram divididos em cinco grupos:
Grupo I: controle, sem imunodepressao.
Grupo II: ciclosporina administrada na dose
de 10 mg/kg/dia .

Grupo III: talidomida administrada na dose
de 100 mg/kg/dia .

Grupo IV: ciclosporina administrada na dose
de 5 mg/kg/dia.

Grupo V: ciclosporina administrada na dose
de 5 mg/kg/dia associada a talidomida na dose
de 50 mg/kg/dia.

Os medicamentos foram administrados por cateter orogéastrico no
dia anterior a operagao e nos dias subseqiientes ao pds-operatorio.
O acompanhamento dos animais estendeu-se até o obito deles ou
até a cessagao dos batimentos cardiacos no coragéo transplantado,
quando entdo os animais foram sacrificados e as visceras colhidas
para exame histopatoldgico.

Os animais foram submetidos a anestesia geral endovenosa com
pungdo da veia marginal da orelha e inje¢do de pentobarbital sodico
(Hypnol ®, Laboratorio Cristalia, Itapera, SP) na dose de 30 mg/kg.
A anti-sepsia foi feita com solugéo alcoodlica de iodo a 2%, apods
adequada tricotomia do torax e abdome.

O procedimento cirurgico no doador obedeceu as seguintes etapas:

Procedeu-se a abertura longitudinal das cavidades toracica e
abdominal desde o manubrio esternal até a sinfise ptubica, com
bisturi de lamina n®22. O pericardio foi aberto, e o coragao e grandes
vasos foram dissecados. As veias cavas cranial e caudal foram
ligadas com fio de seda 2-0 e seccionadas. Dissecou-se a aorta € o
tronco pulmonar. Um cateter calibre 27 G foi introduzido na por¢do
alta da aorta ascendente para inje¢ao da solugdo cardioplégica de
Saint Thomas a 4°C (Quadro I) e de 0,3 ml de heparina sodica
(Liquemine®, Laboratério Roche, 5000 UI/ ml, Sdo Paulo). Apos a
parada do coragdo em didstole, a aorta e o tronco pulmonar foram
ligados com seda 2-0, cranialmente, proximo aos ramos arteriais, a
4,0 cm do coragdo. Em seguida, o coragao e os grandes vasos foram
removidos. As veias e artérias pulmonares foram ligadas com seda
4-0 junto ao hilo pulmonar. Os pulmoes foram separados do bloco
coragao-pulmao por meio de sec¢do dos vasos do pediculo pulmonar.
O coragdo doador foi conservado em solugdo de cloreto de sddio a
0,9%, a 4°C, até o seu implante no receptor.

No dia anterior ao procedimento cirirgico, os animais receptores
receberam a medicagdo imunodepressora via oral, através de
cateter orogastrico, na dosagem preconizada em cada grupo. Essa
medicagao foi administrada seis horas antes do transplante e mantida
durante o pos-operatorio, pelo periodo estabelecido. O transplante
cardiaco heterotopico foi realizado com implante do enxerto nos
vasos abdominais (aorta e veia cava inferior) do receptor. A aorta
do doador foi anastomosada a aorta abdominal do receptor, com
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sutura término-lateral, continua, utilizando fio de Prolene 7-0.
O tronco pulmonar do coragao doador foi anastomosado a veia cava
caudal do receptor com sutura término-lateral continua utilizando
fio de Prolene™ ( Figura 1).!

Figura 1. Transplante cardiaco heterotépico (*) em posi¢cdo abdominal.

Os movimentos respiratorios, coloragdo das mucosas, batimentos
cardiacos nos coragdes proprio e transplantado foram avaliados em
intervalos de 5 minutos até a recuperagao da atividade normal, com
ritmo e freqiiéncia adequados em cada coelho, ao término da operagao.
A seguir, os animais foram transferidos para gaiolas adequadas
e mantidos aquecidos por holofotes equipados com lampadas
fluorescentes de 100 Watts de poténcia. Os animais receberam ragao
e agua previamente filtrada em recipientes proprios.

No pos-operatoério, os animais foram pesados diariamente.
Observou-se o seu estado geral e, por palpacdo abdominal,
identificou-se a presenga de batimentos no coragdo transplantado.
Nos animais imunodeprimidos com ciclosporina mediram-se
semanalmente os niveis dessa droga no sangue total por meio de
radioimunoensaio (RIE) mantendo-se os niveis entre 150-250
ng/ml. As drogas imunodepressoras foram mantidas até o 6bito
ou cessagdo dos batimentos cardiacos dos animais.

Quando cessaram os batimentos cardiacos no coracao transplantado,
os animais foram sacrificados com inje¢do endovenosa de
pentabarbital sédico (30 mg/kg). O coracdo transplantado, os
pulmdes e os rins do receptor foram retirados e enviados para exame
histopatologico. Os animais que evoluiram para 6bito também
foram necropsiados e suas visceras (coragdo transplantado, pulmdes
e rins) retiradas e enviadas para exame histopatologico.

Todos os procedimentos envolvendo os animais seguiram
rigorosamente os preceitos estabelecidos na Declaragdo de
Helsinque (1965) e no Coédigo Brasileiro de Experimentagdo
Animal (1988).1"1?

Os 6rgaos retirados foram fixados em solugdo de formaldeido a 10%
e posteriormente preparados para avaliacdo histologica.

O critério de rejeigao teve como base a classificacdo de rejeigdo ao
transplante cardiaco adotada pela International Society for Heart
Transplantion, com as modificagdes da Tabela 1.20%!
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Tabela 1 - classificagdo da rejeicdo ao aloenxerto cardiaco modifica-
dada international society for heart transplantation.

Tabela 2 - Tempo médio de sobrevida (dias) e critério médio
de rejeicdo segundo 0s grupos experimentais

Grau Nomenclatura nova Nomenclatura antiga

0 Sem rejeicao Sem rejeicao

1 Infiltrado local perivascular ou intersticial Rejeicdo sem necrose
Infiltrado difuso disperso sem necrose Rejeicdo pequena

2 Apenas um foco com infiltracéo
intensa e/ou leséo focal dos midcitos

Rejeicao focal moderada

4 Infiltrados intensos multifocais Rejeicdo moderada baixa

ou lesdes dos miécitos
5 Processo inflamatério difuso com necrose  Rejeigéo limitrofe grave

6 Infiltrado polimérfico agressivo,
+ infiltrado, + edema, + hemorragia,

Rejeicao grave aguda

+ vasculite com necrose

Rejeicdo “em resolugéo”- grau menor. Rejei¢do solucionada — Grau 0.

A rejeigao foi classificada nos seguintes graus:

Grau 0: auséncia de rejeicdo; auséncia de infiltrado
inflamatorio perivascular, intersticial, necrose, lesdes de
midcitos, edema, hemorragia e/ou vasculite .

Grau 1: rejeigdo; presenca de infiltrado local perivascular
ou intersticial sem necrose miocitaria; auséncia de
vasculite.

Grau 2: rejei¢ao ligeira; infiltrado inflamatério difuso
porém disperso, sem necrose de midcitos ou sinais de
vasculite.

Grau 3: rejeigao focal moderada; presenga de um foco de
infiltrado inflamatério intenso e/ou lesdes focais de
midcitos, sem sinais de vasculite.

Grau 4: rejeicdo moderada baixa; presenga de infiltrado
inflamatoério intenso multifocal ou lesdes dos miocitos;
auséncia de vasculite.

Grau 5: rejeicdo limitrofe grave; presencga de processo
inflamatoério difuso com necrose; auséncia de vasculite.

Grau 6: rejeigao intensa aguda; presenca de infiltrado
inflamatoério intenso difuso, hemorragia e vasculite com
necrose.

Como as respostas medidas foram qualitativas (grau de rejeigao e
sobrevida), os resultados foram submetidos a analise ndo paramétrica
de Kruskal - Wallis com ordenagdes médias comparadas pelo teste
t de Student. Adotou-se como nivel de significincia p < 0,05.

RESULTADOS

A sobrevida foi maior (p < 0,05) nos grupos II, IIl e V do que nos
grupos I e IV (Tabela 2).

Nao houve diferencga em relagao a sobrevida nos grupos I, [lI e V.
Os imunodepressores empregados nesses grupos em associagao ou
isoladamente, foram efetivos em aumentar a sobrevida dos animais
submetidos aos tratamentos (Tabela 2).
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Grupos Tempo de Sobrevida (dias) Rejeicéo*
GRUPO | 5,2 4,0
GRUPO I 18,2* 1,4*
GRUPO I 17,6* 1,6*
GRUPO IV 9,0 2,4
GRUPO V 17,8* 0,4

* Critério médio de rejeicdo segundo a classificacdo modificada da Inter
national Society for Heart and Lung Transplantation.

* Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05 para tempo de sobrevida
e p < 0,01 para rejeigdo )

e Grupo | - Controle- Animais ndo Imunodeprimidos.

e Grupo Il - Animais imunodeprimidos com ciclosporina (10 mg/kg/dia).

* Grupo lll - Animais imunodeprimidos com talidomida (100 mg/kg/dia).

e Grupo IV - Animais imunodeprimidos com ciclosporina (5 mg/kg/dia).

e Grupo V - Animais imunodeprimidos com talidomida (50 mg/kg/dia)
e ciclosporina (5 mg/kg/dia).

A ocorréncia de rejeicdo foi menor nos grupos Il e V. Os trés
tratamentos foram efetivos no controle da rejeigao (p <0,01) (Tabela
2 e Figuras 2 e 3).

Figura 2. Exame histopatolégico do animal imunodeprimido com talido-
mida - dose de 100 mg/kg/dia - critério histopatolégico de rejei¢do: 1.
Infiltrado linfocitario intersticial (setas). Hematoxilina - eosina, aumento
de 200 x.

Figura 3. Exame histopatolégico de animal imunodeprimido com tali-
domida e ciclosporina - Critério histopatolégico de rejeicédo: 1. Infiltrado
focal sem necrose dos cardiomi6citos (setas). Hematoxilina-eosina,
aumento de 100 x.
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Com base nesta pesquisa, a talidomida na dose de 100 mg/kg/dia que ambos os medicamentos agem seletivamente em diferentes
ou associada a ciclosporina na dose de 5 mg/kg/dia foi efetiva no aspectos da resposta imune do hospedeiro. %!0-23-28.20.30.31

controle da rejeicao (Tabela 2). O mecanismo de agdo da talidomida sobre a imunidade humoral

e celular ainda ndo foi estabelecido. E possivel que seus efeitos
DISCUSSAO antiinflamatorios estejam associados a inibi¢do da quimiotaxia dos
neutrofilos.?® Atuagdo da talidomida na sobrevida dos transplantes
de pele em coelhos e sua eficacia na prevengao e tratamento da reagao
enxerto versus hospedeiro transplante de medula 6ssea em murinos,
sdo conhecidas.*!*!1>16 A talidomida associada a ciclosporina reduziu
o infiltrado inflamatério intersticial, endocardico e o processo
inflamatorio mononuclear perivascular (Figuras 2 e 3).28!

A técnica de transplante heterotopico em posigdo abdominal do
aloenxerto cardiaco tem sido utilizada como modelo para estudo da
ac@o farmacologica de medicamentos, hormoénios, para verificar a
intensidade da lesdo miocardica secundaria a reperfusao e do padrao
histologico de rejeigdo ao aloenxerto cardiaco. Esse método é simples e
relativamente facil de ser reproduzido em modelo experimental.?>?’

Com o objetivo de verificar o comportamento da rejeicdo e o -
tempo de sobrevida dos animais, em face de diferentes doses de CONCLUSAO

medicac¢des imunodepressoras, foram empregadas doses diferentes A sobrevida dos animais e dos enxertos foi maior apos a
de talidomida e ciclosporina, isoladas ou em associagdo. Doses administragdo da talidomida, sugerindo um possivel efeito dessa
menores com resultados aceitaveis em relagdo ao controle da droga em retardar a evolugdo do processo de rejei¢ao. A eficacia
rejeigdo e aumento da sobrevida representam redugdo no custo da associagdo da talidomida com a ciclosporina pode representar
do procedimento do transplante e menores efeitos adversos uma contribuigdo importante no sentido de uma eventual aplicagio
relacionados a utilizagio das drogas imunodepressoras. Em ratos, como imunodepressor farmacol6gico em transplantes de 6rgaos. O
a associagdo da talidomida com ciclosporina foi eficaz tanto no emprego em doses eficazes e menores que as convencionais poderia
tratamento quanto na prevengdo dos episodios de rejeigdo ao reduzir, pelo menos em parte, os efeitos colaterais dessas drogas."”
aloenxerto cardiaco apés indugdo inicial com ciclosporina.” Estudos futuros sdo necessarios para determinar os mecanismos
O presente estudo mostra que a associacdo da talidomida com a imunoldgicos responsaveis pelo sinergismo entre a talidomida
ciclosporina em baixas doses terapéuticas foi tdo efetiva quanto e a ciclosporina, bem como para estabelecer seu real papel na
o emprego isoladamente de ciclosporina em dose plena. Os farmacoterapia dos transplantes de 6rgaos.

mecanismos relacionados ao sinergismo da ciclosporina com a Fontes financiadoras

talidomida sdo desconhecidos, mas existem evidéncias que sugerem FAPEMIG - Fundagio de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais.
ABSTRACT

Introduction: In the present study we evaluated the immunodepressive action of thalidomide alone or in combination with cyclosporine
on the prevention of rejection of heterotopic cardiac allografts in rabbits. Methods: Fifty rabbits were used, 25 of them as donors and 25 as
recipients. Recipient animals were divided into five groups (n=>5 each): Group I (control) - non-immunodepressed animals; Group II, animals
immunodepressed with cyclosporine at the dose of 10 mg/kg/day; Group 111, animals immunodepressed with thalidomide at the dose of 100
mg/kg/day; Group IV, animals immunodepressed with cyclosporine at the dose of 5.0 mg/kg/day and Group V, animals immunodepressed
with cyclosporine at the dose de 5.0 mg/kg/day in combination with thalidomide at the dose of 50 mg/kg/day. Heart donors were implanted
in the abdomen of recipients. Results: The combination of thalidomide and cyclosporine showed the lowest histopathological rejection score
(p <0.05). Thalidomide administered alone or in combination with cyclosporine was effective against rejection, significantly increasing
the survival (p < 0.01) of animals. Conclusion: Thalidomide should be considered as an effective immunodeppressive drug that play an
important role in heterotopic heart allotransplantation in rabitts.

Key words: Thalidomide, Cyclosporine, Heterotopic heart transplantation, Immunodeppression, Rabbits.
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