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FALTA DE RESPOSTA IMUNOL OGICA DE CAES A ENXERTOS VASCULARES HETEROL OGOS
(VEIA SAFENA HUMANA E AORTA DE GALLUSGALLUSDOMESTICUYS)

ANGELO MAGNAHI, EUCLYDES MARQUES

Na presente pesquisa, 0s autores enxertaram segmentos de veia safena interna humana e de aorta
de Gallus gallus domesticus, anteriormente liofilizadas, na artéria femoral de cées. Os estudos
histol 6gicos pré-enxertia demonstraram que a reidratacéo apds liofilizacdo devolvia aos segmentos

0 seu aspecto normal.

A pesquisa demonstrou que o processo de liofilizag&o, privando os segmentos vasculares de sua
antigenicidade, permite 0 seu uso em enxertos vasculares.

A liofilizagdo élargamente utilizada na preservacdo de
estruturas biol gi cas, possibilitando o0 armazenamento de
vacinas 2, virus 34, bactérias 57, sangue e derivados 8°,
orgaos e diferentes tecidos 1012,

Varios estudos procuraram conhecer o efeito desse
processo sobre as estruturas teciduais, tais como os de
Captain Freuz ecol.*?, Pritman 13 e Ginsburg *#, constando
gue o tecido muscular tem sua contratilidade pouco
alterada. Basset %, realizando homotransplante de tecidos
liofilizados, verificou que eles tém sua antigenicidade
diminuida, sendo tolerados pelo receptor. Considerando
as premissas acima, a presente investigagao objetivou: 1)
verificar ainfluéncia daliofilizac8o sobre a estrutura de
vasos sanglineos; 2) estudar a capacidade antigénica de
vasosliofilizados através de enxerto heterdlogo em animais.

MATERIAL EMETODOS

Utilizamos seis segmentos de veia safena interna
humana e cinco segmentos de aorta de Gallus gallus
domesticus, medindo de 2,5 até 3,0 em de comprimento,
apos processo de liofilizac8o e reidratacdo. Esse material
foi enxertado em 11 cesadultos, demodo arestabelecer a
continuidade de suas artériasfemorai s esquerdas, queeram
previamente seccionadas transversalmente no seu terco
proximal. Apds meses, foi feito o controle funcional dos
enxertos através de arteriografia seletiva com Hypague
M-76%.

Paraavaliar o comportamento imunol 6gico, procedeu-se
a analise do soro dos amimais enxertados através de
imunoel etroforese em agar-gel e contraimunoel etroforese
em acetato de celulose para, eventualmente, detectar a
existénciade anti corposantivel asafenae anti-soro humano,
bem como anticorposanti-aortae anti-soro de Gallusgallus
domesticus. Para as reagBes soroldgicas foram usados
antigenosretirados, respectivamente, da safenaedaaorta,
segundo o0 método de Kaplan ¢, modificado por Takeda*
- A dosagem protéica. dos respectivos antigenos foi
realizada segundo o0 método de Folin descrito por Lowry
¥, Foi também efetuado teste de resisténcia tecidual dos
segmentos vascul ares apos reidratacdo, submetendo-os a
pressdo de até 1.000 mmHg durante 1 minuto. Paratanto,
umadas extremidades do vaso eraconectadaaumaseringa
contendo solucéo fisioldgica e outra a uma coluna de
mercUrio graduada.

Os vasos foram estudados histologicamente pelo
método de hematoxilina-eosina, antes e apds os
transplantes.

Para o preparo do material no decorrer dal.2
hora, veias safenas internas humanas e aortas das
aves retiradas foram exaustivamente lavadas em so-
lucdo de Krebs oxigenada, para ficarem totalmente
livresdesangue. A camadaadventiciafoi cuidadosa-mente
excisada e o0s segmentos novamente lavados
ma mesma solugdo oxigenada. A seguir, 0S segmentos
vasculares foram colocados em tubos de ensaio mar-
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cados e congeladosa-85°C Paraaliofilizagdo, utilizou-se
aparelho de W. Edward & Co. durante 24 horas com um
vécuo fina de 15 microns, medido com vacudmetro de
Stokes McL eod Gauge. Apo6s extingdo do vacuo com gas
argbnio, os tubos foram fechados e hermeticamente
lacrados com parafina em volta da rolha, tendo sido
mantidos atemperaturaambiente de 20°C a25°C, durante
3 a 10 meses antes de seu uso.

Imediatamente antes da utilizac@o, os segmentos
vasculares eram reidratados mediante imersdo por cerca
de 60 a90 minutosem misturadeigual volume de solucéo
de Krebs e sangue do animal hospedeiro. A seguir,
procedia-se a transec¢éo da artéria femoral esquerda de
cdes e enxertava-se 0 segmento vascular liofilizado e
reidratado (sutura continua com fio de polipropileno n.°
7-0).

Logo ap0s o ato operatorio, 0s animais recebiam uma
injecdo de penicilina (benzetacil 1.200 U do Laboratério
Fontoura Wyeth), sendo mantidos por um periodo de 40 a
120 dias em controle, sem que fossem administrados
quaisquer outros medicamentos.

RESULTADOS

A arteriografia seletiva mostrou que, das 6 artérias
femorais enxertadas com veia safena interna humana, 4
estavam ocluidas e 2 pérvias. Uma das artérias pérvias
tinhacalibre norma eaoutraapresentavaluz muito reduzida
e calibre irregular, dando a impresséo de trombose
recanalizada. Dos cdes que receberam transplante de
segmentos de aorta, 4 tinham trombose oclusivatotal com
circulagdo colatera e umaapresentavairregularidades, mas
estava pérviaapts 120 dias de pds-operatério (fig. 1 e2) .

Fig. 1- Arteriografiade exerto deveiasafenainternahumanacom 40 dias
depds-operatdrio.

il %
Fig. 2 - Arteriografiade exerto de aortade Gallus gallus domesticus com
120 dias de pds-operatdrio. Nota-se 0 vaso prévio eregular.

A avaliacdo imunolégica feita mediante
imunoeletroforese e com contra-imunoel etroforese néo
permitiu caracterizar presenca de anticorpos contra o
antigeno especifico das velas safenas internas humanas
ou aortasde Gallus gallusdomesticus (fig. 3, 4 €5).

Fig. 3 - Imunoeletrof orese em agar gel. Negatividade de anti-corpos espe-
cificosanti-aortae anti-soro normal de Gallus gallus domesticus em céo.
Reac&o apds 120 dias de enxerto

Fig. 4 - Imunoeletroforese em agar gel. Negatividade da pesquisa de
anti corpos especificos anti-safenahumanae anti-soro humano. Reagéo com
120 dias de pds-operatorio.

N&o se verificaram quaisquer indicios de rotura dos
segmentos transplantados a pressdo imposta.

Pelo método hematoxilina-eosina (HE), foi possivel
verificar que o processo de liofilizagdo produziu
alteracdes profundas na estrutura histologica dos
segmentos vasculares humanos, com restituicdo do
aspecto original apos reidratacdo (fig. 6). Essa par-
ticularidade foi também observada nas aortas, tanto
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analisadas pelo método da RE quanto pelo método da
Orceina, que permite corar asfibraselasticas(figs. 7a12).

Fig. 5- Imunoeletroforese cruzadaem fitade acetato decellogel. A - Tes-
temunha com soro anti-Gallus gallus padr&o no orificio superior e soro
normal de Gallusgallusnoinferior. (Soro produzido em coelhos em uso
no Ingtituto Adolfo Luts. C, D, E eF representam as reagBes negativas dos
soros dos cdes que receberam enxertos de artéria aorta. B - Testemunha
com soro anti-humano no furo de cimae soro normal humano no furo de
baixo. G, H, | e Jrepresentam as reagdes negativas entre o soro dos quatro
caes que receberam enxertos de velasafenainternahumana.

Fig. 7 - Corte histol6gico de aorta normal de Gallus gallus do mesticus
coradapelaH.E.

Fig. 6 - A - Corte transversal de veia safena humana normal fresca. B)
Cortetransversal deveiasafenahumanaapésliofilizacéo sem reidratacéo.
C - Cortetransversal de veia safenahumana apés reidratacdo. Compare
com o aspecto normal (A).

Apb6s o periodo de controle de 40 até 120 dias, os
segmentos vasculares enxertados apresentaram sempre
alteracBes histoldgicas, mesmo 0s casos em que a luz
vascular permaneciapérvia. Asprincipaisalteragoesforam
observadas no componente-conjunto com proliferacéo
exuberante e transformacao metaplésica cartilaginea em
areas focai's, mantendo-se 0 endotélio como uma camada
de células uniformes sem modificagdes histolégicas (fig.
13).

Fig. 8 - Corte histol 6gico de aorta normal de Gallus gallus do mesticus
tratado pelaorceina, que coraasfibraselasticas.



32 arquivos brasileiros de cardiologia

Quanto aaortade Gallus gallusdomesti cus, esses vasos
também apresentaram alteracGes estruturais, tais como
zonas de necrose ede calcificagdo distrofica(fig. 14).

Fig. 9 - Fragmento de aorta de Gallus gallus domesticus liofilizado, ndo
reidratado e corado pelaH.E. ap6s ter sido conservado por dez meses a
temperaturaambiente.

Fig. 11 - Fragmento de aortaliofilizada e reidratada apés estocadadurante
dez meses atemperaturaambiente. A coloragdo pelaH.E. evidenciapre-
servagdo detodos os € ementos constituintes.

COMENTARIOS

Muito embora tenha sido referido por outros
pesquisadores que aliofilizagdo ndo alteraavitalidade dos
tecidos e que podeinibir aantigenicidade dos mesmos, as
experiéncias sempre utilizaram espécies homologas. N&o
encontramos qualquer referéncia na literatura ao
comportamento funcional eantigénico devasosliofilizados
de uma determinada espécie enxertada em outra. Em
principio, seria admissivel a ocorréncia de rejeicao, fato
ndo verificado dentro do periodo da nossa observagéo e
comprovado pela auséncia absoluta de anticorpos
especificos anti-veia safena ou anti-aorta. Ha elementos
suficientes para aceitar que o processo de liofilizagéo foi
responsavel por tal comportamento, considerando que néo
foram ministradas quaisguer drogas imunossupressoras.
A ocorréncia quase constante de trombose dos vasos
transplantados parece ligada a condi¢6es do endo-

Fig. 10 - Fragmento nas mesmas condicdesdafigura9, corado pelaorceina, L
qu%deﬂacggasﬁbrasdésicas goescatld pel télio junto ao local da sutura e que, eventualmente,
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Fig. 12 - Fragmento de aortanas mesmas condi¢des dasindicadas nafigu-
rall, mascorado comorceing, quedestacaasfibraselésticas.

Fig. 13 - Corte histol 6gico de veia safenahumanamantidaliofilizada
durante cinco meses atemperaturaambiente, enxertadanaartéria
femoral decdo eretiradap6s40 dias.

poderiam ser prevenidas pela ministracdo de
antiplaquetérios, mas esse ndo foi o objetivo da presente
investigacéo.

Para explicar a auséncia da resposta imune, € preciso
lembrar que 0s vasos sdo submetidos a dois tipos de
tratamento: o congelamento e o liofilizag&o. Pelo

Fig. 14 - Corte histol 6gico de aorta de Gallus gallus domesticus enxertada
naartériafemoral decdo (120 diasdeevolucdo). Antesdaenxertiao vaso
ficou armazenado durante quatro meses atemperaturaambiente.

congelamento, aadguapresenteno meio cristalizaemforma
degelo extraeintracel ular, com aumento da concentragdo
salinae daosmolaridade no interior dacélula. A presenca
de condicao hipertdnica tem como efeito o rompimento
das ligagBes entre os aminoacidos constituintes o DNA.
Assim, pelo congelamento desaparecem as forgas de
coesdo molecular de Van der Waal's, pontes de hidrogénio
eapossibilidade de 0s enzimas reagirem com o respectivo
substrato. Pelaliofilizago, hdsublimacdo do gelo emforma
devapor de &gua, restando umaestruturaprotéicaaterada
emrelacdo aorigina. A reidratago recompde 0 arcabouco
celular dando ao tecido reidratado umanovaestruturacom
padrBes “herdados’ do receptor. Essa hova estrutura
explica a falta de resposta imune, pois o receptor a
reconhece como propria.

M erece comentériosaalteracéo metapl asticado tecido
conjuntivo, observada em alguns enxertos. Pode-se
conjeturar que algumas delas estivessem presentes de
forma incipiente nas veias safenas usadas, que
representavam segmentos excedentes ndo utilizados em
cirurgias de revascularizagdo. Os vasos tratados
previamente por congelamento e liofilizagdo, sendo
submetidos no pés-enxerto a regime pressorico mais
elevado e constante que o seu habitual, poderiam ser sede
de alteragcBes metapl asicas que antes ndo passuiam.

A presente pesquisa, que demonstra a total falta de
respostaimune avasosliofilizados, abre o caminho paraa
possivel utilizagdo, no homem, devasos de outras espécies
animais, em situagdes em que enxertos homologos néo
podem ser empregados.

SUMMARY

The experience performed by the authors consist-
ed of transplanting human internal, saphenous vein
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segments, and segments of the aorta of Gallus gallus
domesticus, previously freeze-dried, into thefemoral artery
of dogs. The pre transplant histological study
demonstrated that hydration after freeze-drying, returned
the segments used in the transplant to their normal aspect.
The study revealed that the segments showed no
immunological reaction, whether to the human saphenous
vein or to the aorta of Gallus gallus domesticus.

The study confirms that freeze-drying allows the
performance of transplants without rejection, once it
removes the antigenicity from the transplanted.
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