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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito imunossupressor da ciclosporina
intramuscular (I.M.), administrada por tempo limitado em diferen-
tes periodos do pos-operatorio, no transplante penetrante de cérnea
em um modelo experimental em rato, por meio de avaliacio clinica e
anatomo-patologica do enxerto corneano.

Meétodo: Foram utilizados ratos isogénicos Fischer como doadores
e Lewis como receptores, em um modelo ortotépico de transplante de
cérnea. A administracgio de ciclosporina I.M. 10 mg/kg/dia foi inicia-
da em diferentes periodos nos grupos estudados: no pés-operatorio
imediato, no 7° dia pés-operatério e no 9° dia péds-operatorio. A
ciclosporina quando iniciada foi administrada até o 30° dia pés-
operatério. Um grupo controle nio recebeu a ciclosporina I.M. Os
enxertos corneanos foram avaliadas clinica e histologicamente.

Resultados: Rejeicao foi observada nas primeiras trés semanas do
pos-operatorio em 100% dos casos no grupo controle (n =5) que nio
recebeu a ciclosporina. Os ratos tratados com ciclosporina (n = 15)
apresentaram rejeicio em apenas um caso, que teve curta evolucgio e
poucos sinais clinicos. Os estudos histologicos confirmaram as avalia-
¢coes clinicas. O grupo controle apresentou infiltrado no enxerto
corneal com predominio de linfécitos sobre neutréfilos com mais
neovasos, com mais fibrose e com infiltrado inflamatoério mais intenso
do que os grupos tratados com ciclosporina.

Conclusdo: Os dados obtidos indicam que a ciclosporina .M.,
pode ter efeito benéfico sobre o controle da rejeicio do transplante de
cornea, mesmo na sua fase ativa.

Palavras-chave: Ciclosporina A; Transplante de cérnea experimental; Rejei¢éo do enxerto.

INTRODUCAO

A despeito dos avangos no campo da microcirurgia, do conhecimento da
importancia da manuteng@o da integridade do endotélio e da progressiva
melhora na preservagdo corneal entre outros fatores, a rejei¢do ainda é a
causa da faléncia do enxerto !. A cérnea transplantada pode desencadear
uma resposta imune, que resulta em sua destruicdo e compromete sua
capacidade funcional 2. As estatisticas variam entre 5 a 10% de casos que
evoluem para faléncia quando o leito receptor da cornea é avascular 3.
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Entretanto, quando o leito receptor da cérnea é vascularizado
ou apos rejeigdes corneais prévias, este indice passa a ser maior
que 50% de faléncia corneal devido a rejeigdo imunologica .

O uso de corticosterdides controla apenas aproximada-
mente 50% dos casos de corneas rejeitadas * e se justifica
portanto o interesse sobre novas formas de prevencdo e trata-
mento para o grupo de transplantes de cornea com alto risco
de rejeicdo. Varios autores demonstraram aumento no tempo
de sobrevida dos enxertos de cornea, utilizando a ciclosporina
(CSA) em diferentes animais, por periodos limitados % °.
Aumento da sobrevivéncia de enxertos corneanos com 0 uso
de ciclosporina oral em combinagdo com corticoides
sistémicos foi demonstrado em humanos ¢. Apesar da compro-
vada eficacia imunossupressora da ciclosporina no controle
darejeigdo do transplante penetrante de cornea, alguns pontos
ndo estdo totalmente esclarecidos. Pela sua agdo inibidora na
maturagdo dos linfocitos T, a ciclosporina tem sido utilizada
nas fases iniciais do transplante, ou seja, antes de se realizar a
cirurgia ou no pos-operatorio imediato. Alguns autores obti-
veram €xito em atenuar ¢ até mesmo reverter episodios ini-
ciais da rejei¢do com o uso da ciclosporina 7, 0 que torna
discutivel qual o melhor momento para iniciar o tratamento
com a droga a fim de se obter controle na rejeicdo do trans-
plante de cornea ®. Ainda é controverso se a ciclosporina ¢
eficaz no controle de reagdes imunes em andamento o que
significaria atuar durante a crise de rejeigéo °.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito imunossupres-
sor da ciclosporina intramuscular, administrada por tempo
limitado em diferentes periodos do pos-operatorio, no trans-
plante penetrante de cornea em um modelo experimental em
rato, através de avaliagdo clinica e anatomo-patologica do
enxerto corneano.

MATERIAL E METODO

Animais utilizados

Foram utilizados 10 ratos isogénicos Fischer 344 (F344/
NHsd) como doadores e 20 ratos isogénicos Lewis (LEW/
SsNHsd) como receptores de corneas. Os animais foram obti-
dos do Instituto Harlan Sprague Dawley, INC, (Indianapolis,
IN, EEUU) e compreendiam adultos jovens, tanto machos
como fémeas e pesavam entre 200 e 250 gramas no momento
da cirurgia.

Os ratos isogénicos Lewis e Fisher diferem quanto aos
antigenos de histocompatibilidade média e menor (medial,
minor histocompatibily antigens) '°.

Os animais foram mantidos em biotério a temperatura de
22°C £ 2, com agua acidificada e comida (ragdo Nuvital CR-
1 para ratos) “ad libidum”, intercalando 12 horas de luz e
escuriddo, limpeza e troca da serragem de pinus branca diaria
das gaiolas. As experiéncias com os animais de laboratorio
seguiram protocolo aprovado pela comissdo de ética do Hos-
pital Sdo Paulo da Universidade Federal de Sdo Paulo, Escola
Paulista de Medicina.
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Delineamento experimental

Ratos isogénicos Lewis como receptores e ratos isogéni-
cos Fisher como doadores foram submetidos a transplante
alogénico de cornea e divididos em 4 grupos de acordo com a
administracdo .M. de ciclosporina.

Grupo Controle: sem administragdo de ciclosporina.

Grupo T 0: inicio da administracdo diaria da ciclosporina no
pos-operatdrio imediato.

Grupo T 7: inicio da administracdo diaria de ciclosporina no
7° dia pds-operatoério.

Grupo T 9: inicio da administracdo diaria de ciclosporina no
9° dia pos-operatorio.

A dose diaria de ciclosporina [.M. utilizada foi de 10 mg/kg
de peso, até 30 dias de pés-operatorio. Cada grupo foi compos-
to por 5 ratos.

Procedimento cirurgico

Os ratos foram anestesiados com inje¢do I.M. de hidroclo-
ridrato de quetamina 250 mg/kg de peso e xilazina 80 mg/kg
de peso. Midriase foi obtida instilando-se gotas de colirio de
tropicamida 1% (Mydriacyl 1% - Alcon, Sédo Paulo), sulfato
de fenilefrina 10% (Fenilefrina 10% - Frumtost, Sdo Paulo), e
sulfato de atropina 1% (Atropina 1% - Frumtost, Sdo Paulo).
Cada colirio foi instilado 3 vezes, com intervalos de 10 minu-
tos, meia hora antes da cirurgia. Os ratos foram fixados em
decubito lateral com fitas adesivas ¢ a assepsia do campo
operatorio foi realizada utilizando-se iodo ativo a 1,0% (iodo
povidona- Glicolabor- Ribeirdo Preto, SP). Os animais foram
cobertos com campos operatorios fenestrados expondo-se a
area a ser operada. A técnica cirargica utilizada neste estudo
foi originalmente descrita por Herbort et al ''. Apos a fixagdo
do globo ocular, trepanacdo corneal excéntrica com trépano
de 3 mm de didmetro foi realizado nos ratos doadores (ratos
isogénicos Fischer). Dois enxertos foram obtidos de cada rato
doador. Estes foram sacrificados imediatamente apos o proce-
dimento através de superdosagem anestésica. As corneas doa-
doras foram mantidas em solucdo de preservagdo para cornea
(Likorol - Opsia-Pharma, Franca) com 1 ponto de sutura de
mononylon 10-0 (Ethicon 9000G — Johnson & Johnson, Sao
Paulo) transfixando a periferia corneal. Para a preparacdo do
leito receptor, ratos isogénicos Lewis foram submetidos a
trepanagdo central com trépano de 2,5 mm de didmetro. A
cornea doadora foi suturada ao leito receptor com 8 pontos
separados, com fios de sutura mononylon 10-0 (Ethicon —
Johnson & Johnson, Sdo Paulo). Apds a conclusdo das sutu-
ras, a cadmara anterior foi preenchida com ar. Utilizou-se
pomada oftalmica de tobramicina (Tobrex - Alcon, Sdo Pau-
lo) na ferida operatoria, realizando-se em seguida, tarsorrafia
com fio de sutura seda preta 6.0 (Ethicon — Johnson &
Johnson, Sdo Paulo) que foi removido apos 3 dias. Todo
procedimento cirurgico foi realizado sob assepsia cirirgica e
com auxilio de microscopio cirurgico (DF Vasconcelos, mo-
delo MCM 5, Sao Paulo).
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Avaliagdo clinica pdés-operatoria

As corneas transplantadas foram examinadas diariamente
através de microscopio cirirgico pelo mesmo examinador de
forma mascarada. Estas corneas foram avaliadas clinicamente
e classificadas utilizando-se os critérios que se seguem.
Opacificacdo da cornea doadora: avaliagdo com classificacao
“0” se ndo houvesse nenhuma opacificagdo; “1” se discreta
opacificagdo estivesse presente mas que ainda permitia clara
visualizagdo de detalhes da iris; “2” se os detalhes da iris eram
vistos com dificuldade devido a opacidade corneana; “3” se
houvesse opacidade extrema mas com a pupila ainda visivel,
”4” se a opacidade da cornea fosse total. Edema da cornea
doadora: “0” se houvesse auséncia de edema; “1” se discreto
edema de cornea estivesse presente; “2” se houvesse edema
significativo com elevag@o do botdo, facilmente observavel
em sua borda. Neovasos na cornea doadora: “0” se ndo hou-
vessem neovasos no botdo doador; “1” se 0os neovasos atingis-
sem o terco periférico do botdo doador; “2” se os neovasos
atingissem o ter¢o médio do botdo doador; “3” se os neovasos
atingissem o terco central do botdo doador.

O enxerto corneano foi considerado rejeitado apos a pri-
meira semana, se a soma dos critérios de avaliagdo fosse
superior a 8. Os animais foram sacrificados com superdosa-
gem anestésica, no 30° dia pds-operatorio (P.O.) e o enxerto
encaminhado para o estudo histologico.

Estudo histolégico

Os olhos enucleados foram fixados em formol a 10% por
um minimo de 24 horas e a seguir desidratados em alcool 70°
por mais 24 horas. Estes globos foram entio seccionados ao
meio, de maneira a representar o nervo e a cornea nos dois
polos do corte (plano mediano antero-posterior) e entdo pro-
cessados rotineiramente pelas técnicas usuais para inclusio
em parafina.

Cortes histologicos da regido para-central da cornea, de 5
micrometros de espessura, foram preparados e corados pela
técnica da hematoxilina-eosina 2. Os cortes histologicos fo-
ram examinados em microscopio optico para avaliagdo do
grau de infiltrado inflamatorio, do tipo celular predominante,
da presenca de vascularizagdo e de fibrose. Esta avaliacao foi
realizada de maneira semi-quantitativa, atribuindo-se os se-
guintes valores para marcac¢do dos achados: classificagdo “0”
se os achados fossem ausentes; “+” se fossem leves; “++” se
moderados; “+++” se fossem acentuados. O predominio de
linfocitos ou neutrofilos, também foi avaliado de maneira
semi-quantitativa considerando-se as seguintes situagdes: “="
para quantidades semelhantes; “>" se houvesse leve predomi-
nio de um tipo; “>>"" se houvesse acentuado predominio de um
tipo. As corneas foram avaliadas de forma mascarada por
patologista do Departamento de Patologia da Universidade
Federal de Sao Paulo - Escola Paulista de Medicina.

Andlise estatistica

Os resultados clinicos observados foram avaliados estatis-

ticamente entre o 7° ¢ 30° dia pos-operatorio. Para isto utili-
zou-se o teste de Wilcoxon-Rank Sum * e nivel de significan-
cia P <0,01.

RESULTADOS

Avaliagdo clinica

Observou-se que a média dos pardmetros clinicos dos
enxertos de todos os grupos foram elevados e tiveram evolu-
¢do semelhante até aproximadamente o 8° e 9° dia pods-
operatério. A partir dai, a média da avaliagéo clinica do grupo
controle aumentou enquanto a dos demais grupos regrediram
progressivamente até o final do periodo de estudo, como
mostram a figura e a tabela 1. Observa-se que a média das
somas dos critérios de avaliacdo clinica dos enxertos do grupo
controle ¢ a Unica que se encontra acima de 8 (considerada
rejeitada) a partir do 13° e 14° dia pos-operatdrio assim
permanecendo até o 30° dia, ao contrario dos grupos tratados
com ciclosporina onde as médias tendem a diminuir neste
mesmo periodo. A analise estatistica comparando as médias
das avaliagdes clinicas mostra que existe diferenga signi-
ficante entre o grupo controle se comparado com os demais
grupos que receberam ciclosporina, ou seja, TO, T7 ¢ T9 (P =
0,0001 para todas as comparagdes). Nao existe diferenga
significante entre os grupos TO e T7 (P = 0,2115) e existe
diferencga significante entre os grupos T0 ¢ T9 (P = 0,0001).

A maioria dos animais do grupo controle tiveram seus
enxertos rejeitados em torno do 14° dia pds-operatdrio e no
restante do grupo a rejei¢do ocorreu até o 19° dia pos-operato-
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Dias de pés-operatério

= Controle: sem administracéo de ciclosporina
=== =m=m T0:iniciodaadministragao didria da ciclosporinano pés-operatérioimediato

== == mm T7:iniciodaadministragdo didria da ciclosporina no 7° dia pés-operatério

T9: inicio da administragdo didria da ciclosporina no 9° dia pés-operatério

Fig. 1 - Média das somas dos critérios de avaliagado clinica dos enxertos

corneanos nos diferentes grupos. Todos os grupos tratados com

ciclosporina tiveram evolucao significantemente diferente do grupo
controle (p < 0,0001)
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Tabela 1. Média e desvios-padrdao das somas dos critérios de
avaliagao clinica dos enxertos corneanos nos diferentes grupos
Dias de Pos- Grupos
Operatério  Controle TO T7 T9
7 56+1,14 40+187 46+0,89 4,6=+0,89
8 56+1,14 44+114 6,4+054 4,8=+1,09
9 70+122 56+1,81 6,6+054 58=+1,48
10 72+083 54+167 60+158 6,2+1,09
11 74+089 56+194 58+192 6,2+1,78
12 76+054 58+216 50+1,87 6,6+1,94
13 78+044 46+207 50+187 6,8+1,64
14 84+089 46+207 361,14 6,4+1,67
15 84+089 44+167 34+1,14 6,0+1,00
16 88+044 42+192 38+148 5,4=+1,51
17 88+044 38+1,78 36+151 52+1,30
18 86+054 28+1,78 34+167 4,8+1,30
19 88+044 34+167 3,4+167 42+1,09
20 88+044 34+167 34+1,67 4,0+1,00
21 88+044 30x122 32+1,30 4,2+1,30
22 88+044 28+130 30+122 42+1,30
23 88+044 28+130 3,0+122 42+1,30
24 84+089 30+122 30+1,22 4,0+1,00
25 86+089 30+122 30+122 3,8=x1,09
26 90+£000 30+122 34+1,67 3,8=x1,09
27 9,0+0,00 28+130 34+1,67 3,6=+1,34
28 84+134 24+089 34+167 36=+1,34
29 84+134 26+089 34+167 36=1,34
30 84+134 24+054 34+167 38=+1,64

rio. Néo foi observada rejeig@o nos enxertos dos grupos TO e
T7. No grupo T9, também ndo se observou rejeicdo nos
enxertos no periodo estudado, exceto em um animal. Mas
mesmo este unico animal do grupo T9 que apresentou rejeigdo
clinicamente, o fez de forma breve, pois apresentou aumento
dos parametros clinicos relacionados com rejei¢do no 11° dia
pos-operatdrio que persistiu apenas até o 14° dia, ocorrendo
melhora progressiva dos sinais de rejeigdo até o final do
periodo em estudo.

Todos os animais que receberam ciclosporina no pés-
operatorio (grupos TO, T7 e T9) apresentaram enxertos classi-
ficados como ndo rejeitados no final do periodo de 30 dias,
diferentemente de todos os enxertos do grupo controle que
foram classificados como rejeitados. Ndo obstante, opacifi-
cacdo, edema e neovasos foram sempre mais acentuadas nos
enxertos do grupo T9 comparados com os grupos T0 e T7,
com mais evidéncia préoximo ao 14° dia e diminuindo préximo
ao 30° dia pds-transplante.

A opacificagdo, edema e neovascularizagdo dos enxertos
do grupo controle foram nitidamente mais acentuados do que
os outros grupos tratados com ciclosporina, durante todo o
periodo de estudo.

A figura e a tabela 2 mostram a média diaria da opacidade
dos enxertos corneanos nos diferentes grupos onde se observa
avaliagdo clinica alta no grupo controle (3,5 ou mais) a partir do
9° até o 30° dia pos-operatorio, ao contrario dos outros grupos
onde a opacidade corneal tende a diminuir neste periodo.
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A figura e a tabela 3 mostram a média diaria do edema dos
enxertos corneanos nos diferentes grupos, onde se observa
avaliagdo clinica alta do edema do enxerto (1,8 ou mais) entre
0o 7° e 30° pos-operatério no grupo controle e o inicio da
tendéncia a regressdo do edema entre o 9° ¢ 12° dia poés-
operatorio nos demais grupos, com sua diminui¢do progressi-
va até o 30° dia.
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== =m mm T7:inicio da administracdo didria da ciclosporina no 7° dia pés-operatério

==+ » == TO:inicio da administra¢&o didria da ciclosporina no 9° dia pés-operatério

Fig. 2 - Média da opacidade dos enxertos corneanos nos diferentes grupos.

Tabela 2. Médias e desvios-padrao da opacidade dos enxertos
corneanos nos diferentes grupos

Dias de Pés- Grupos
Operatério  Controle TO T7 T9
7 2,8 +0,83 22+1,09 22+044 24+0,54
8 28+083 18+1,09 3,0+000 240,54
9 34+089 26+1,14 3,0+000 2,8+0,83
10 34+089 24+1,14 28+083 3,0+0,70
11 34+089 24+114 24+114 26=+1,14
12 36+054 22+083 20122 26=+1,14
13 36+054 16+089 16+151 28+0,83
14 36+054 16+089 08+083 2,6=+0,89
15 36+054 14+054 06+089 24=+0,54
16 38+044 1,0+0,70 08+083 1,8=+1,09
17 38+044 08+083 06+089 1,6+0,89
18 38+044 04+089 06+089 1,4=+0,89
19 40+000 06+089 06+089 0,8+0,83
20 40+000 06+089 06+089 0,8+0,83
21 40+000 02+044 04+054 0,8+0,83
22 38+044 02+044 02x044 080,83
23 38+044 02+044 02+044 0,8=x0,83
24 36+089 02+044 02+044 0,8=x0,83
25 36+089 02+044 02+044 0,8x0,83
26 40+000 02+044 04+089 1,0+0,70
27 40+000 02+044 04+089 0,6+0,89
28 36+089 00+000 04+089 0,6=+0,89
29 36+089 00+000 04x089 0,6+0,89
30 36+089 00+000 04+089 0,8=+0,83
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A figura e a tabela 4 mostram a média diaria da neovas-
cularizagdo dos enxertos corneanos nos diferentes grupos, onde
se observa neovascularizagdo progressiva em todos os grupos,
permanecendo com avaliagdes clinicas altas (2 ou mais) entre o
14° e 30° dia pds-operatério. A média do grupo controle é
discretamente maior que os demais grupos neste periodo.

A figura 5 mostra a curva de sobrevida dos enxertos cornea-
nos nos diferentes grupos, onde se observa a faléncia de todos

os enxertos até o 19° dia pds-operatdrio no grupo controle ¢ a
sobrevivéncia de todas as corneas transplantadas dos grupos TO
e T7, durante o periodo de estudo; no grupo T9 observa-se a
faléncia de um enxerto no 11° dia pds-operatorio e as demais
corneas sobrevivendo até o 30° dia pds-operatdrio.

A figura 6A ¢ um exemplo de enxerto corneano considera-
do ndo rejeitado, classificado clinicamente como apresentan-
do opacidade igual a 0, edema igual a 1, neovascularizagdo
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Fig. 3 - Média do edema dos enxertos corneanos nos diferentes grupos

Fig. 4 - Média da neovascularizacao dos enxertos corneanos nos diferentes grupos

Tabela 3. Média e desvios-padrao do edema dos enxertos
corneanos nos diferentes grupos
Dias de Pos- Grupos
Operatério  Controle TO T7 T9
7 1,8+044 08+083 12+044 1,4+0,54
8 1,8+044 08+044 20+000 1,4+0,54
9 2,0 £ 0,00 1,2+0,83 2,0+0,00 1,6+0,54
10 2,0 £ 0,00 1,2+083 1,4+054 1,8=+044
11 2,0 + 0,00 1,2+083 12+0,83 1,6+0,54
12 2,0 + 0,00 1,2+0,83 0,8+0,83 1,4+0,54
13 20+000 06+089 12+0,44 1,4+054
14 20+£000 06+089 08x044 1,2+0,83
15 20+000 06+089 06+054 1,0+0,70
16 20+000 06+089 08+044 0,8+0,44
17 20+000 04+054 08+044 0,8=+0,44
18 1,8+044 02+044 04+054 08=+0,44
19 1,8+044 04x054 02+044 0,6+0,54
20 1,8+044 04+054 02+044 0,4+0,54
21 1,8+044 02x044 02+044 0,4+0,54
22 20+000 04+054 02+044 04=+054
23 20+000 04+054 02+044 04=x054
24 1,8+044 02+044 02+044 04+0,54
25 2,0+000 02+044 02+0,44 0,4=+0,54
26 20+000 02+044 04+054 0,4=+0,54
27 20+000 02+044 04x054 06=+054
28 1,8+044 02+044 04+054 0,6=+0,54
29 1,8+044 02+044 04+054 04+0,54
30 1,8+044 00+0,00 0,4+054 0,4=+0,54

Tabela 4. Média e disvios-padrdo da neovascularizacdo dos
enxertos corneanos nos diferentes grupos

Dias de Pés- Grupos
Operatério  Controle TO T7 T9
7 2,0 + 0,00 1,0+0,00 12+0,44 0,8x0,44
8 2,0 + 0,00 1,8+044 1,4+054 1,0+0,70
9 3,0+000 18=+031 16+054 1,6=+0,54
10 3,0 + 0,00 18+044 1,8+044 1,6+0,54
11 3,0 + 0,00 2,0+0,70 22+0,44 1,8+0,83
12 3,0 = 0,00 24+054 22+044 24+054
13 3,0 = 0,00 24+054 22+044 2,6+0,54
14 3,0+0,00 24+054 20+0,00 2,6=+054
15 3,0 £ 0,00 24+054 22+044 2,6+0,54
16 3,0 + 0,00 26+054 22+044 2,8+0,44
17 3,0 + 0,00 26+054 22+044 2,8+0,44
18 3,0 + 0,00 22+044 24+054 2,6+0,89
19 3,0 £ 0,00 24+054 26+054 28=+0,44
20 3,0 = 0,00 24+054 26=+054 28=+0,44
21 3,0+0,00 26+054 26+054 3,0=+0,00
22 3,0 + 0,00 24+054 26=+054 3,0+0,00
23 3,0 + 0,00 24+054 26=+054 3,0+0,00
24 2,8 +0,44 26+054 26+054 28+0,44
25 2,8 +0,44 26+054 26+054 2,6=+0,54
26 2,2+ 0,44 26+054 26=+054 2,6=+0,54
27 1,0 + 0,00 24+054 26+054 2,6=+0,54
28 1,0 + 0,00 22+044 26+054 2,6+054
29 1,6 + 0,54 24+054 26+054 2,6+0,54
30 1,8 + 0,44 24+054 26+054 280,44
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Porcentagem de sobrevivéncia

7 8 9 10 1M 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Dias apés o transplante
= Controle: sem administrag&do de ciclosporina
= mmmm T0:inicio da administragéo diaria da ciclosporina no pés-operatério imediato

== == mm T7:inicio da administragao didria da ciclosporina no 7° dia pés-operatério

=« = T9:inicio da administragéo didria da ciclosporina no 9° dia pés-operatério

Fig. 5 - Curva de sobrevida dos enxertos corneanos

igual a 2. Trata-se de animal pertencente ao grupo T 7 no 17°
pos-operatério. A Figura 6B é um exemplo de enxerto
corneano considerado rejeitado, classificado clinicamente
como apresentando opacidade igual a 4, edema igual a 2,
neovascularizagdo igual a 3. Trata-se de animal pertencente
ao grupo controle no 27° dia pds-operatoério.

Diarréia foi observada em todos os animais que receberam
ciclosporina.

Avaliagdo histologica

A tabela 5 mostra a avaliacdo histolégica dos enxertos no
30° dia pés-transplante de cornea. Os estudos histologicos
mostraram infiltrado inflamatorio mais intenso nas corneas do
grupo controle, onde néo se utilizou ciclosporina. O predomi-
nio de linfocitos sobre os neutréfilos € bastante evidente no
grupo controle, confirmando os achados clinicos relacionados
com rejeicdo imunoldgica. Fibrose e neovasos sdo também
mais evidentes neste grupo se comparado aos demais grupos
que receberam ciclosporina. A figura 7A mostra corte histo-
logico de enxerto corneano do grupo tratado com ciclosporina
no 30° dia pds-operatério com raras células inflamatorias,
considerado ndo rejeitado. A figura 7B mostra corte histolo-
gico de enxerto corneano do grupo ndo tratado com ciclos-
porina no 30° dia pds-operatério com infiltrado de células
mononucleares intenso, considerado rejeitado.

DISCUSSAO

Rejeicdo é a maior causa de faléncias tardias do transplante
de cornea . A situagdo é mais dramatica nos casos de corneas
vascularizadas e quando ja houve rejei¢ao prévia do enxerto,
pois os indices de faléncia do transplante de cornea superam os
50%, apesar do uso intensivo de corticosterdides *°.

Varios trabalhos publicados na literatura mostram dimi-
nuicdo nos indices de rejeigdo nos transplantes penetrantes de
cornea quando se utiliza ciclosporina isolada ou em associa-
¢do a outras drogas, como os corticosterdides > 6. A
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ciclosporina atua prevenindo a maturagdo dos linfocitos T V7
que sabe-se estar relacionado com o processo imune da rejei-
¢do de cornea . Ela tem a vantagem de ter agdo na imunidade
celular altamente especifica, em contraste aos corticosteroi-
des que tem efeito imunossupressor generalizado sobre o
sistema imunocompetente. Esta caracteristica associada a
aparente minima mielotoxicidade, faz desta droga um agente
especialmente atraente como droga imunossupressora em va-
rios modelos de transplantes 2. Estudos mostram menor
toxicidade da ciclosporina se comparada a outras drogas
como FK506 e a 15-deoxyspergualin v.

Para testar o efeito da ciclosporina neste estudo foi utiliza-
do um modelo experimental em rato. Utilizou-se animais
isogénicos para se obter reagdes imunoldgicas reproduziveis
em relagdo ao enxerto, devido a discrepancia constante de
histocompatibilidade ''. A diferenca de género dos animais
utilizados ndo parece influir na rejei¢do imunoldgica, haja
visto que ela ndo ocorreu em experimentos preliminares,
quando se utilizou doadores e receptores de ragas isogénicas.

o ——

Fig. 6 - (A) Enxerto corneano de rato do grupo T7 considerado nao

rejeitado, no 17° dia pos-transplante de cérnea (Avaliagado clinica:

opacidade = 0, edema = 1 e neovascularizagdo = 2). (B) Enxerto

corneano de rato do grupo controle considerado rejeitado, no 27° dia

pés-transplante de cornea (Avaliagdo clinica: opacidade = 4, edema =
2 e neovascularizagao = 3)
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Tabela 5. Avaliacao histolégica dos enxertos no 30° dia pés-
transplante de cérnea

Grau de Células Neovasos Fibrose
Inflamacgéao (Predominio)
Controles
+ L + + +
++ + L>>N + + + +
++ + L>>N + + ++ +
+++ L>>N ++ +++
++ L>>N ++ ++ +
TO
+ L + ++ +
+ N>L + + +
+ L=N + + + +
+ L>N + +
+ L>N + +
T7
0 L raros 0 0
+ L>N + +
+ L>N + +
+ L>N + + +
+ N>L + +
T9
+ L>N 0 0
+ L + +
+ L + +
+ N>L + + + +
++ N>L + ++
0 = auséncia ++ = moderado (a) L = Linfocitos
+ = leve +++ = acentuado (a) N = Neutrdfilos

controversos. Nao esta estabelecido até agora se a ciclospori-
na tem efeito sobre fases mais tardias do processo de rejeigdo.
Foets et al. 7obtiveram éxito em reverter episodios iniciais
da rejeigdo aumentando a dose topica da ciclosporina,
enquando Roussel et al. 2 observaram que os episddios ini-
ciais somente poderiam ser atenuados mas ndo revertidos.
No nosso modelo experimental, os pardmetros clinicos do
grupo controle comegaram a se diferenciar dos demais grupos
em torno do 8° e 9° dia pos-operatorio, sugerindo inicio do
processo de rejei¢do. As avaliagdes clinicas e estatisticas
foram realizadas a partir do 7° dia pos-operatorio, pois todos
os grupos apresentaram médias de avaliagdes clinicas seme-
lhantes antes deste periodo durante os experimentos pilotos,
possivelmente pela presenga de inflamag@o ndo especifica
pos-cirurgica, ndo relacionada com o processo de rejeigao
imunologica. O indice superior a 8, utilizado para definir
rejeicdo, foi adotado observando-se as médias dos pardmetros
clinicos dos grupos controle ¢ TO no inicio da diferenciacao
imunolégica. No grupo tratado com ciclosporina, a diferenga
com o grupo controle sem tratamento ¢ notada em torno do 13°

7

A ciclosporina ¢ um metabolito fingico originalmente
isolado de culturas da Cylindrocarpon lucidum. O mecanismo
de agdo das suas propriedades imunossupressoras nio ¢ total-
mente conhecido. A ciclosporina tem demonstrado suprimir
varias func¢des dos linfocitos T in vivo e in vitro, além da
ativacgdo de células de apresentagdo do antigeno, assim como
a liberagdo de linfocinas 2; seu efeito supressor é minimo
sobre fungdes dos linfocitos B. Atualmente, ja é evidente que
a ciclosporina atua inibindo a expressdo de receptores de
membrana para IL-2 além de inibir a producdo de IL-2 pelos
linfocitos T auxiliadores 2. Estudos mais recentes mostram
que o mecanismo de acdo da ciclosporina parece ser o blo-
queio da ativagdo das células T no estagio precoce do ciclo
celular em Gy (intervalo do ciclo celular no qual a proliferagdo
celular esta interrompida) e G, (intervalo do ciclo celular que
antecede a sintese de DNA- 4cido desoxiribonucleico), limi-
tando a transcri¢do do acido ribonucleico mensageiro em
codificar IL-2. A ciclosporina liga-se a ciclofilina a qual inibe
a indugdo do fator nuclear de ativa¢do de células T, via
calcineurina. Conseqlientemente, a transcrigdo do gene da IL-
2 ¢é interrompida 2!

Apesar de se conhecer o efeito benéfico da ciclosporina,
pela sua agdo nas fases iniciais da sensibilizag@o antigénica
sobre a sobrevivéncia do enxerto, alguns pontos ainda so

Fig. 7 - (A) Corte histolégico de enxerto corneano do grupo tratado com

ciclosporina no 30° dia de pés-operatorio comraras células inflamatérias,

corado pela técnica da hematoxilina-eosina (40x). (B) Corte histolégico

de enxerto corneano do grupo nao tratado com ciclosporina no 30° dia

de pés-operatério com infiltrado de células mononucleares intenso,
corado pela técnica da hematoxilina-eosina (150x)
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e 14° dia pds-operatdrio. Nestes dias, a soma de dois desvios-
padrao mais a média do grupo TO foi igual a 8,74 ¢ este valor
foi considerado como certamente relacionado a rejei¢ao em se
tratando de um grupo que teoricamente estaria protegido deste
fendmeno por usar o imunossupressor ciclosporina desde o
pos-operatorio imediato do transplante de cornea. Desta for-
ma a soma dos parametros clinicos maiores que § foram
considerados rejeigao.

A ciclosporina foi utilizada no nosso estudo em 3 grupos
distintos: a) a partir do dia do transplante, b) antes da manifes-
tagdo dos sinais de rejei¢do com provavel reconhecimento
imunologico a partir do 7° dia pds-operatdrio, c¢) periodo
imediatamente anterior ao inicio da rejei¢do clinica observada
no grupo controle a partir do 9° dia pos-operatdrio, onde
certamente a sensibilizagdo ao aloantigeno ja foi processada e
a fase efetora da rejeigdo imunoldgica da sinais de inicio de
instala¢do. Todos os animais do grupo controle tiveram seus
enxertos rejeitados, sendo que 3 deles evoluiram para rejei¢do
no 14° dia e os outros 2 até o 19° dia pds-transplante. Compa-
rando-se os indices de opacidade, edema e neovascularizagio
do grupo controle com os demais grupos tratados com
ciclosporina, observou-se indices superiores no grupo contro-
le. Os indices das variaveis clinicas (opacidade, edema e
neovascularizacao) neste grupo, se mantiveram elevados até o
final dos 30 dias de experimento. Os achados histologicos
mostraram infiltrado inflamatorio, neovasos e fibrose mais
intensos nesta fase do pos-operatorio no grupo controle, o que
confirmou os achados clinicos.

A opacificacdo e o edema da cérnea provavelmente sdo
sinais clinicos relacionados com a perda da fung¢do endotelial
por rejeicdo imunoldgica, além de infiltragdo celular que €
demonstrada no exame histoldgico, ¢ a neovascularizagio
talvez esteja ligada aos estimulos inflamatorios nédo especifi-
cos ocorrendo também em enxertos que receberam a ciclospo-
rina no pds-operatdrio imediato que apresentam cornea trans-
parente e sem edema.

Nos grupos TO e T7, ndo se observou rejeicao nos enxertos
transplantados em nenhum periodo do estudo, demonstrando
o efeito imunossupressor da ciclosporina. A histologia tam-
bém confirmou os achados clinicos com indices de infiltrado
inflamatério inferiores aos encontrados no grupo controle.

A excecao ficou no grupo T9, onde houve um animal com o
enxerto classificado como rejeitado no 11° dia pds-transplante,
mas com regressao do processo a partir do 15° dia pds-operato-
rio. Isto demonstra que mesmo apds a sensibilizagdo ja ter
ocorrido, a ciclosporina conseguiu inibir a rejeicdo numa fase
tardia, o que ainda ndo foi abordado na literatura. Os demais
animais do grupo T9 ndo tiveram suas corneas consideradas
como rejeitadas, mas mostraram indices de avaliagdo clinica
superiores aos grupos TO e T7. O grau de inflamagédo, observa-
da no estudo histologico no grupo T9 ¢ ligeiramente superior se
comparado aos grupos TO e T7. Isto sugere que a agdo
imunossupressora da ciclosporina possa ter efeito em fases
tardias apos a sensibilizagdo antigénica ja ter ocorrido, fazendo
com que ocorra uma forma de rejeigdo mais branda.
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As células T ja ativadas parecem ser também alvo da
atuacdo da ciclosporina, inibindo a apresentacdo de recepto-
res de IL-2 ou a produgdo de IL-2, posteriormente, evitando a
potencializagdo e o prolongamento do processo de rejeigéo.
Assim a rejeicdo se manteria limitada em intensidade e dura-
¢d0, como observado experimentalmente.

Estes resultados sugerem que a ciclosporina possa ter algum
efeito benéfico sobre o controle da rejeicdo mesmo na sua fase
ativa. Esta informac@o ¢ de grande importancia clinica, pois a
ciclosporina poderia ser utilizada em casos onde rejei¢do ja
estivesse instalada, abrandando ou inibindo o processo.

SUMMARY

Purpose: Corneal graft rejection suppression after intramus-
cular cyclosporine administration at different periods of
time was studied on a penetrating keratoplasty rejection
model in the rat.

Methods: Inbred Lewis rats were used as recipients and
Fischer rats were used as donors in a orthotopic rejection
model of corneal transplantation. Intramuscular injection of
cyclosporine 10 mg/kg per day was administered up to the
30" postoperative day in 3 groups with different starting
periods: at the day of surgery, at the 7" , and at the 9"
postoperative day. Grafts were evaluated through clinical
and histological examination.

Results: The corneal grafts developed a 100% rejection in
about 3 weeks after the penetrating keratoplasty in the
control group (n = 5) in which no cyclosporine was adminis-
tered. Graft rejection was detected in one case in the groups
in which cyclosporine was administered (n = 15), but the
process was inhibited during the study period. Histological
studies confirmed the clinical evaluations.

Conclusions: These data indicate that intramuscular
cyclosporine may control the corneal graft rejection, even
during the active phase.

Keywords: Cyclosporine A; Keratoplasty; experimental
penetrating; Graft rejection.
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