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EMPREGO DO TESTE DE INIBICAO DA MIGRACAO

DE LEUCOCITOS NO TRANSPLANTE HETEROTOPICO

DE CORACAO EM CAES

1. INTRODUCAO

O transplante de coracdo tem sido considerado o
método de escolha para o tratamento de pacientes com
afeccOes cardiacas terminais, irreversiveis, sem respos-
tas a terapéutica clinica e sem possibilidade de cirurgia
pelos métodos habituais.

Apesar dos estudos realizados no sentido de de-
senvolver modelos de coracao artifical, este ainda nao
tem perspectiva de aplicagcao clinica rotineira (1).

~ LOWER & col. (2), em 1961, padronizaram expe-

dimentalmente a técnica de transplante de coracdo em
posicao ortotépica e BARNARD, em 1967, realizou o
primeiro humano com sucesso (3).

A experiéncia decorrente da andlise de grupos
maiores de pacientes transplantados demonstra que o
fator fundamental para o sucesso da cirurgia € o con-
trole adequado da rejeicdo (4,5) e que, a despeito dos
esforcos desenvolvidos, as drogas imunodepressoras
utilizadas na clinica sao as mesmas hd mais de 5 anos
(5, 6).

Atualmente, um dos métodos mais seguros de
diagndstico da rejeicdo é o emprego de bidpsias endo-
miocdrdicas repetidas (5), proposto inicialmente por
CAVES & col. em 1972 (7).

Trabalho realizado na Divisao de Experimentacao
do Instituto do Coracdo e no Laboratério de Pesquisa
em Cirurgia Toracica do Hospital das Clinicas da Fa-
culdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Outros métodos utilizados nesse diagndstico se
baseiam na avaliacio hemodinidmica do coracdo trans-
plantado (8-10) e no emprego de testes imunoldgicos
que avaliem os mecanismos da hipersensibilidade
tardia (11-14).

O transplante heterotépico de coracdo em cées, foi
descrito pela primeira vez, em 1905 por CARREL &
GUTHRIE (15). Desde entdo, vdrias técnicas para esse
tipo de transplante tém sido descritas com a finali-
dade de estudar o orgao transplantado (16-19) e com
a finalidade de assisténcia circulatdria (coracdo auxi-
liar) por periodos varidveis (20-23).

Desde que DAVID & col. (24), em 1964, desgobri-
ram a existéncia do Fator de Inibi¢cdo da Migracdo de
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Macrofagos, foi padronizado o teste de inibicdo da
migracado de leucécitos, que tem sido correlacionado
com a existéncia de hipersensibilidade tardia (25, 26).

O uso desse método no diagnéstico da rejeicdo em
homoenxertos, tem sido referido por diversos autores
apos a realizacdo de transplantes renais (27-30).

O objetivo do presente trabalho é o estudo da evo-
lugdo do transplante heterotépico de coracio compa-
rando os achados de bidpsias e o teste de inibicdo da
migracao de leucécitos.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 22 caes mesticos, machos, opera-
dos aos pares, sendo um doador e o outro receptor.
O peso variou de seis a 14 quilos para o doador e de
16 a 32 quilos para o receptor.

Foi realizado o transplante heterotdpico de coracao
para o abdome.,

2.1. Técnica Operatoria

Em todos os animais a anestesia era realizada com
pentobardital sédico na dose de 30 mg/Kg de peso, se-
guida de entubacdo orotraqueal e ventilagdo artificial
com respirador Takaoka.

A artéria femoral direita e uma veia periférica
eram cateterizadas, a primeira para controle de pres-
sao arterial e colheita de amostras e a segunda para

infusdo de liquidos e medida de pressio venosa
cenrtal.

2.1.1 — Preparo do Diador

Era realizada toracotomia longitudinal com ester-
nomia mediana e, a seguir, dissec¢2o, ligadura e seccao
da veia azigos, disseccao e reparo dos ramos da croca
da aorta, da aorta descendente e da veia cava superior.

O pericardio era, entdao, aberto e reparado para
disseccao das veias pulmonares e veia cava inferior.

Antecedendo a retirada do d6rgao, era administrada
heparina na dose de 4 mg/Kg de peso e hipotermia
topica com solucdo fisiologica a 4°C.

O coracgao era retirado apos ligadura e secgdo dos
vasos.

Através da veia cava superior era ressecada a valva
tricuspide, juntamente com os musculos papilares do
ventriculo direito. Esses serviam para estudo histol6-
gico.
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212 — Preparo do Receptor

Apé6s laparotomia longitudinal mediana infra-umbe-
lical, dissecava-se a aorta abdominal logo acima da
bifurcacdo das artérias ilacas e a veia cava inferior
em extensdo de cinco centimetros.

Clampeaca a aorta abdominal era realizada anasto-
mose término-lateral entre a aorta ascendente do co-
racao do doador e a aorta do receptor através de su-
tura continua. Em seguida, realizava-se anastomose
término-lateral entre a veia cava superior do coracido
do doador e a veia cava inferior do receptor pela mesma
técnica.

Quando ocorria fibrilagdo ventricular, realizava-se
desfibrilacao elétrica do coracdo. Iniciava-se sistemati-
camente a administracdo de solucdo de isoprenalina
até a obtencao de batimentos cardiacos satisfatdrios.
(Fig. 1).

Fotografia do campo operatério do cao receptor apos
o término do transplante.

2.2 — Avaliacao Imunolégica

Era realizado o teste de inibicdo da migracdo de
leucdcitos do sangue periférico, pelo método de CLOT
modificado (28, 31).

Por meio de sedimentacdo do sangue periférico do
animal receptor a 37°C e trés lavagens sucessivas do
sobrenadante, obtinha-se suspensao de leucécitos que
era colocada em tubos capilares a uma concentracao
de 2 x 107 células por ml e centrifugada para obtencao
de um “botao celular”, que correspondia a 30 a 50%
de linfécitos.

Esse “botao celular” era entdo incubado em cima-
ras controles e frente a duas concentracdes diferen-
tes de antigeno especifico, correspondendo a 1 x 106
e 2 x 10° cédlulas por ml, obtidas através da lise por
ultrassom dos leucécitos do sangue do animal doador.

Incubava-se a 37°C, durante 24 horas e realizava-se
a leitura da migracao através de retroprojetor, sendo
as areas obtidas medidas por planimetria. (Fig. 2).

_Era entao obtido o indice de migracdo através da
razao entre as dreas de migracdo frente ao antigeno
especifico e as dreas de migracao controle.

Ess:e estudo era realizado no primeiro, quinto, oita-
vo, décimo-segundo e décimo-quinto dia de pés-operats-
rio, quanto ocorria sobrevida.

2.3 — Estudo Histolégico

Os fragmentos de bidpsias, realizadas de maneira
simultdnea & evaliagdo imunoldgica, ou obtidos na ne-
cropsia dos animais eram analisados através da colora-
cao hematoxilina-eosina, com o objetivo de constatar-se

Aspecto do estudo histolégico mostrando comprometi-
mento vascular através de infiltrado linfohistioplasmo-
citario, sugestivo de rejeicao.

alteracOes da estrutura cardiaca e a presenca ou nio de
rejeicao.

O infiltrado celular sugestivo de rejeicdo, se pre
sente, era classificado em leve, moderno e intenso.

3. RESULTADOS

3.1 — Resultados da avaliacdo imunolégica

Os resultados obtidos pelo teste de inibicdo da
migracao de leucécitos do sangue periférico do animal
receptor estao na Tabela I. Os dados da tabela sédo
mais facilmente analisados nos graficos seguintes.

Nos Graficos 1 e 2 estdo colocados em ordenadas
os indices de migracdo € em abcissas o dia de p6s- ope-
ratorio em que foi realizado o teste. O grafico 1 cor-
responde aos testes realizados com meior concentracio
de antigeno. No grifico 2 a concentracdo é maior. Nes-
ses graficos os valores do indice de migracdo sdo re
presentados por sinais diferentes, correspondentes aos
achados histolégicos das biopsias, obtidas no mesmo
motmento da colheita do sangue para a realizacdo do
teste.

Observa-se nos dois griaficos um aumento do indice
de migracdo no primeiro dia de pds-operatério, na
maijor parte dos caes. Durante a evolucdo pos-operaté-
ria nota-se tendéncia a queda do indice de migracéo,
fundamentalmente nos casos em que havia evidéncia
histolégicas de rejeicao.
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Imagem obtida pelas dreas de migragio através de

retroprojetor, mostrando as ireas de migracio controle

(CONT.) a frente as duas concentracdes de antigeno
(CA-1 e CA-2). '
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A comparacdo entre os dois grificos mostra que )
em presenca de uma concentracdo maior de antigeno, el
os valores encontrados no indice de migracdo foram -

mais distantes dos limites normais. Por outro lado, R

INDICE DE
™ _MIGRACAQ

no grafico 2, no primeiro dia de pés-operatério, havia o s—
em dois casos valores baixos do indice de migracao, B MIDERADG - »

sem alteragbdes histoldgicas.

Os dois graficos seguintes mostram com maior cla- . .
reza a evolucdo dos valores do indice de migracio. No *
grafico 3 estd colocada a curva obtida pelo teste de ini- - ;
bicao da migracdo de leucéeitos no cio ne 8, com duas s ’
concentragbes de antigeno. O estudo histopatolégico |
deste animal revelou o aparecimento gradual de infil- e
trado linfohistioplasmocitdrio e de comprometimento £
vascular, observador na figura 3. No primeiro dia de
pos-operatorio obteve-se 0 aumento do indice de migra-
cao e observa-se, durante a evolucdo pdés-operatdria, a
queda desse indice concomitante com o aparecimento

NORMAL

Y 5 8 12 15
' DA DE POS OPERATORD

de rejeicao. Grifico 1
No grafico 4 temos a curva obtida no cdo ne° 9.
Nesse animal ndo se evidenciou comprometimento his- o CONCENTRACRD DE
tolégico compativel com rejeicio e ndao houve grande e~ ANTGENO 2
A P s . i - #g INFILTRADD |
variacao dos valores do indice de migracdo. E. LINFOHISTIOPLASMOCTTARIQ
2g [NORMAL......... .
3.2 — Resultados do estudo histolégico : |- N;gggm
L INTENSD. - - o
Os resultados dessa avaliacio s@o mostrados na
Tabela II e comparativamente com os resultados do
teste de inibicdo da migracdo de leucdcitos nos grafi- _
ccs 1, 2, 3 e 4. 12 ~
oy - 3
@ 3 - g
4. DISCUSSAO
O transplante heterotdépico de coraciao tem sido uti- 3
lizado por diversos autores no estudo evolutivo dos . . ‘ ‘
homoenxertos cardiacos (16-19). 5 R
Nos transplantes para o pescoco ou abdome, a téc- Grafico 2
nica classicamente descrita sdo as anastomoses atra-
vés da artéria pulmonar e da aorta do coracio doador CAO N: 8
(18, 19). " INFILTRADO
= LINFOHISTIOPLASMOCITARIQ
Nesse trabalho realizou-se uma modificagio da gél NORMAL——..._ o
técnica classica. A drenagem das camaras direitas do =3 ﬁ;3§m+
coracao transplantado foi feita através da anastomose o i INTENSO. -0
da veia cava superior do doador, apds retirada da
valva tricispide, em lugar da drenagem. pela artéria \:
pulmonar anastomosada a veia cava inferior do recep- $
tor. Acreditamos que essa modificacdo permite melhor JL ey

posicionamento do coracio e menor chance de acoto-
velamento das anastomoses.

i >~
Essa técnica foi usada inicialmente em transplantes i | %
para o pescoco. Quando realizado para o abdome, veri- ;
ficou-se que as condi¢cdes hemodindmicas do Orgao
transplantado foram melhores (32). ‘ $ 9 ) .

A rejeicdo, cuja génese estd relacionada com os et
mecanismos de hipersensibilidade tardia, tem sido es- Grafico 3
tudada por vdrios autores através de testes que avaliem
a resposta linfocitdaria (11-14, 27-30). )

As técnicas usadas em homoenxertos cardiacos in- GAO.N23
cluem a avaliacdo da blastogénese leucocitdria através Lo el i
da incorporacéo de timidina tritiada (13, 14) e o mapea- o -
mento da regido afetada pelo comprometimento infla- 2 i Lo s
matdrio através de cintilografia (12). Nos casos trata- INTERSO_ -~
dos com globulina anti-timocitéria, a andlise de sua meia
vida e a contagem dos linfécitos T e B cqcplgntes tem
sido relacionadas ao aparecimento de rejeicao (11).

O teste de inibicdo da migracédo de leucdcitos, cujas
alteracoes revelam a presenca de hipersens1b11;dg.@e tar- ¥
dia, tem sido empregado no diagndéstico da rejeicao em as}—= = —y e
homoenxertos renais (27-30).

O emprego desse teste baseia-se nas variagGes do
indice de migracao. A queda do indice abaixo dos valo-
res normais, correspondendo a uma fase de inibicao da ; 6 , .
migracdo, sugere a presenca de rejeicao (29, 30). Em ' DA DE FOS-OPEraTonG
outros estudo, a crise de rejeicdo € representada no Grifico 4
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TABELA 1 TESTE DE INIBIGAO DA MIGRAGAO DE LEUCOCITOS
CONC. DE DIA DE POS-OPERATORIO
CRO AnTIgENO 19 50 80 120 159
01 CA - 1 0,88 3 -
CA - 2 0.68 0,82 s
02 CA 1 1,39 0,68 .
CA 2 3.17 0,37 :
CA 2 3.22 0.69 .
04 CA 1 1,62 0,43
CA 2 0,55 .
05 CA 1 0,92 0,48
CA 2 0.59 0.52 -
06 CA 1 1,26 1,11
CA 2 1.46 113 - .
07 CA 1 1,57 0,45 V.58 1,21
CA 2 1.8 0.29 1.88 1.56
08 CA 1 iy 1,53 1,37 0,92 0,64
CA 2 2,33 1.64 0.82 0.81 X
09 CA 1 0,98 0,77 0,7 0,95 2
CA 2 0.81 0.66 0.83 0.96 -
10 CA 1 0,8 0,68 - . -
CA 2 1.4 0,52 - = <
1 CA 1 0,81 0,6 0,74
CA 2 1.04 0.48 0.62 = <
TABELA II - ESTUDO HISTOLOGICO
DIA DE POS-OPERATORIO PARADA DO
CA0 50 89 129 150 COR. TRANSPL.
01 N 49 PO
02 +4 - 69 PO
03 +++ - 69 PO
04 + . 50 PO *
05 N + - 79 PO
06 N 50 PO *
07 + ++ N - 129 PO
08 N + + +4++ 159 PO
09 N N N N 159 PO
10 ++ - 5¢ PO
11 ++ ++4+ - 89 PO
N Normal.

Infiltrado linfohistioplasmocitario (+) a (+++).
* Obito do animal

——

teste através de um estimulo seguido de inibigdo da
migragao (28).

Vérias técnicas para esse teste foram descritas e
o antigeno utilizado tem sido obtido através da lise de
leucdcitos do sangue periférico (28) ou através de cé.
lulas esplénicas, renais e do tecido linféide do doador
(29, 30).

No presente trabalho, foi usado o antigeno obtido
pela lise de leucécitos do doador, em duas concetragoes
diferentes.

Observa-se, nos resultados do estudo, um aumento
do indice de migracdo no primeiro dia de pos-operatc-
rio, na maior parte dos caes, revelando uma fase ni-
cial de estimulagdo da migracado. A tendénciq a queda
desse findice, que ocorreu na maioria dos animais, du-
rante a evolucdo péas-operatdria, revelou a presenca de
rejeicio no estudo histolégico.

N&o se observou relacdo entre os niveis de inibi-
cao da migracdo no teste e a intensidade do processo
de rejeicdo, em discordancia com dados referidos por
outros autores (27).

A verificacdo de valores mais distantes dos limites
normais, em presenca de uma concentracao maior de
antigeno, sugere uma sensibilidade maior do teste nessa
concentracdao. Por outro lado, os valores do indice de
migracao encontrados abaixo dos limites normais, sem
alteracoes histoldgicos, revelam uma confiabilidade me-
nor do teste nessa mesma concentracdo. O uso das
duas concentracgbes de antigeno permite uma andlise
melhor dos resultados obtidos.

Outros fatores, no entanto, podem interferir nos
resultados do teste. Em um dos animais (cido ne° 9)
houve pequena queda do indice de migracao, pouco
abaixo do limite normal, embora nao houvesse evidén-
cia de rejeicao na bidpsia.

Em conclusido, o emprego do teste de inibicao da
migracao de leucécitos proporciona um meio 1til para
0 diagnostico da rejeicao nos transplantes cardiacos,
de maneira ndo invasiva.

RESUMO

Em onze caes, o coracao foi heterotopicamente
transplantado para o abdome, segundo modificacao da
técnica classica.

Foram realizados, de maneira simultianea e seriada,
o teste de inibicdo da migracdo de leucécitos € o estu-
do histolégico de bidpsias do miocdrdio.

Na avaliacdo imunoldgica realizada, houve estimulo
da migracéao, seguido de inibicdo da migracdo de leucd-
citos, em casos em que houve rejeicio e pequena varia-
¢o do indice de migracdo, em casos em que ela nao
ocorreu.

Em conclusédo, verificou-se que os parametros utili-
zados se correlacionam de maneira fiel, contribuindo
para o diagndstico da rejeicdo nos transplantes cardia-
ccs, um deles de modo nao invasivo.

SUMMARY

In eleven dogs the heart was heterothopically
transplanted to the abdomen by a variation of the
standart technique.

Serially and simultaneously were performed the
leukocyte migration test and histological study of
myocardial biopsys.

_ The immunological evaluation there was a stimula-
tion followgd by inhibition of leukocyte migration in
cases of rejection and little variation in the test in the
absence of rejection.

In conclusion it was verified that the used para-
meters have a good correlation and contribute to the

diagnosis of rejection in cardiac transplantation one of
them in a2 noninvasive way.
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