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s RESUMO: Avaliou-se nesse trabalho a resposta imunoldgica de ratos Wistar, através da hipersensibi-
lidade tipo IV, celular ou retardada, provocada pelo DNCB em cinco grupos de 10 ratos. Para a
imunizagéo, aplicou-se sobre a pele dos animais 50 ul de DNCB, e a reag3o foi desencadeada com
concentragdes crescentes de 10, 20, 30, 50 e 100 mg/ml na superficie da orelha esquerda e, apos
24 horas, foi feita uma relagdo de peso das orelhas esquerda/direita (controle). Todos os animais
desenvolveram reagdes de hipersensibilidade tipo IV num mesmo padréo clinico. O mesmo teste
foi aplicado em cinco grupos de 5 ratos que receberam doses de 5, 7, 10, 30 e 50 mg/kg/dia de
ciclosporina. Todos os animais tratados ndo responderam ao teste, deduzindo-se que eles estavam
imunossuprimidos pela ciclosporina.

= PALAVRAS-CHAVE: Ciclosporinas; dinitroclorobenzeno.

Introdugao

A ciclosporina é um polipeptideo ciclico contendo 11 aminocacidos de férmula
C62 H111 012, que comegou a ser desenvolvida na década de 1970, a partir dos fungos
Trichoderma polysporum e Cylindrocarpo lucidum, possuindo peso molecular 1202.6.13
A ciclosporina é largamente utilizada na profilaxia e no tratamento da rejeigdo de
6rgaos em transplantes alogénicos.4 7. 18

Atualmente, a ciclosporina é também utilizada no tratamento de doengas auto-
imunes como o pénfigo vulgar e bolhoso;? liquen plano oral;? sindrome de Behcet;s
. lipus eritematoso sistémico; ! diabete Tipo I;° artrite reumatéide; 4 psoriase; 1 alope-
cia areata;!” micoses fungéides;'? e doenga de Crohn's.! O efeito da ciclosporina, em
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face do desenvolvimento da hipersensibilidade tardia pelo DNCB, ainda ndo tem sido
estudado com detalhe, entretanto os autores sugerem que a ciclosporina mostra efeito
supressivo na sensibilidade de contato a vérios sensibilizadores.5 2

O objetivo deste estudo é observar a ocorréncia de hipersensibilidade tardia
produzida pelo DNCB em ratos e estudar os mesmos efeitos em ratos tratados com
- diferentes doses de ciclosporina.

Material e método

Foram utilizados 80 ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), adultos, machos,
pesando em média 220 gramas, alimentados com agua e ragao ad libitum.

Avaliégéio da hipersensibilidade ao dinitroclorobenzeno (DNCB)

Para andlise da resposta imunolégica dos ratos, usou-se o teste de hipersensi-
bilidade retardada, provocado pelo DNCB. Os 50 ratos, distribuidos em cinco grupos
de 10, foram sensibilizados, aplicando-se com uma micropipeta na pele da regido
abdominal, previamente tricotomizada, 50 pl da solugdo de dinitroclorobenzeno a 50
mg/ml, dissolvido em acetona e azeite de oliva na proporg¢ao de 1:1. Decorridos b dias,
a reacdo de hipersensibilidade foi desencadeada, aplicando-se 5 pl da solugdo
desencadeante com concentragtes crescentes de 10, 20, 30, 50 e 100 mg/ml na
superficie da orelha esquerda, nos cinco grupos, respectivamente. Um grupo de 10
animais foi submetido aos mesmos procedimentos, tendo solugdo de NaCl a 0,9%
como substituto do DNCB, de acordo com Vadas et al.,?! e serviu como controle.

Apo6s 24 horas, os animais foram sacrificados, através de inalagao de éter etilico,
e as orelhas retiradas com o auxilio de uma tesoura curva. A avaliagdo da resposta
imunoldgica foi feita, de acordo com Corsini et al.,® pela relagédo dos pesos da orelha
que recebeu a dose desencadeante (orelha esquerda) e da orelha normal (orelha di-
reita). Os resultados foram expressos em porcentagem, considerando-se a orelha
direita padrio.

Efeito da ciclosporina na rea¢do de hipersensibilidade ao DNCB

Trinta ratos foram distribuidos em seis grupos de 5 animais, dos quais cinco gru-
pos foram tratados com concentragdes crescentes de ciclosporina, 5, 7, 10, 30 e 50
mg/kg de peso corporal/dia e o grupo controle, que recebeu solugdo de NaCl 0,9%.

Inicialmente, a ciclosporina recebida em ampolas para uso clinico, numa
concentragdo de 50 mg/ml, foi diluida em solugdo de NaCl a 0,9%, até obter-se
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concentragdo final de 10 mg/ml. A ciclosporina foi injetada intraperitonialmente,
diariamente durante 7 dias, e 0 grupo controle recebeu a solugao fisiolégica pelo
mesmo periodo de tempo.

Apbs 24 horas da primeira inje¢ao intraperitonial, os animais foram sensibilizados
com DNCB e, depois de 5 dias, a reagio de hipersensibilidade foi desencadeada na
orelha esquerda, como descrito anteriormente. A quantificagédo dos resultados foi feita
pela relagéo dos pesos entre as orelhas com hipersensibilidade (esquerda) e normal
(direita). '

Resultado

Avaliagao da hipersensibilidade ao denitroclorobenzeno (DNCB)

As médias percentuais da relagio entre os pesos das orelhas (esquerda/direita)
dos grupos de animais que foram submetidos aos testes com DNCB foram maiores
quando comparadas as do grupo controle. Verificou-se ainda que, com doses desen-
cadeantes crescentes de DNCB, a relagdo dos pesos das orelhas teve aumento
respectivo até a aplicagdo da dose de 50 mg/ml, tendendo, a partir dessa dosagem,
a permanecer constante. Esses valores podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1 — Médias e desvios padrdes dos percentuais da relagio entre os pesos das
orelhas (esquerda/direita) de ratos imunizados com DNCB e que recebe-
ram crescentes doses desencadeantes da mesma droga

Dose de DNCB Médias em % da relagao
mg/ml dos pesos das orelhas
esquerda/direita

Zero 05 + 03

10 16,4 + 2,6

20 158 + 2,0

30 178 + 3,0

50 189 + 2,8

100 181 + 2,6

Efeito da ciclosporina na reagio de hipersensibilidade ao DNCB

Tomando-se por base os dados obtidos na Tabela 2, verificou-se que a relagéo
em porcentagem dos pesos das orelhas (esquerda/direita) dos animais tratados com
doses crescentes de ciclosporina e submetidos ao teste com DNCB é menor quando
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comparado ao grupo controle (zero), indicando que nio houve reacgéo de hipersensi-
bilidade com o referido teste.

Tabela 2 ~ Médias e desvios padrdes dos percentuais da relagio entre os pesos das
orelhas esquerda/direita de ratos tratados com diversas concentragdes
de ciclosporina e ratos controles, submetidos a imunizagio pelo DNCB

Ciclosporina Relacao dos pesos das orelhas
mg/kg/dia equerda/direita
Zero 196 + 16
5 05+ 03
7 05 +01
10 03+01
30 02 +02
50 *

* Os animais tratados com 50 mg/kg/dia de ciclosporina morreram depois do 3° dia do tratamento, impossibilitando
a avaliagao. .

Discussio

A avaliagdo da hipersensibilidade retardada (tipo IV) nos ratos deu-se pelo teste
cutdneo do DNCB. Com essa metodologia, verificou-se que os ratos respondem
positivamente ao teste cutdneo, conforme se observa na Tabela 1, em que 100% dos
animais tiveram as orelhas esquerdas com peso mais acentuado. O DNCB é um
haptemo capaz de, por si s, interagir com anticorpos e, possivelmente, com células
T sensibilizadas, previamente formados por intermédio da imunizagio feita com o
complexo hapteno molécula carreadora.b

Aplicando 0 mesmo teste em animais tratados com dose igual ou superior a b
mg/kg de peso corporal/dia de ciclosporina, os ratos tiveram resposta reduzida ao
teste, com aumento em média de 0,5% (Tabela 2). Resultados semelhantes foram
descritos por Nakagawa et al.,'® que relatam que o uso tépico de ciclosporina em
porcos da guiné, previamente sensibilizados com 2,4 denitroclorobenzeno (DNCB),
inibiu a resposta a sensibilidade de contato. Alguns outros trabalhos similares
mostraram que a ciclosporina € capaz de inibir reagdo alérgica e/ou reagdes de
dermatite de contato.?

Todas essas reagdes de hipersensibilidade tardia e mesmo de dermatites de
contato tém como fundamento a agdo de células T; isto €, sdo reagdes imunolégicas
mediadas por células.® Ao que parece, a ciclosporina bloqueia os linfécitos durante as
fases GO ou fase G1 do ciclo celular e inibe a liberagdo desencadeada por antigenos
de linfocinas de células T ativadas.20
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Os dados deste trabalho sugerem que a ciclosporina, atuando na supressao das
células T, inibiu a reagéo de hipersensibilidade tardia; entretanto, com a metodologia
utilizada, n&o foi possivel verificar 0 mecanismo de agdo da ciclosporina, na inibigdo
dessas reagdes, ante o DNCB.

Acreditamos que outras avaliagdes devem ser feitas para melhor compreender
esses fendmenos, através de provas In vitro como a determinag¢do das porcentagens
de linfécitos T e B em sangue periférico e mesmo cultura de linfocitos T ante o DNCB
e a ciclosporina.
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s ABSTRACT: The immunologic response induced by DNCB through the hypersensibility type IV, were
studied in five groups of 10 wistar rats each. For the immunization, it was applied on the animal abdomen
skin a single dose of 50 ! of DNCB and the reactions was carried out with increasing concentrations
of 10, 20, 30, 50 and 100 mg/ml in the surface of the left ear. After 24 hr, it was verified a weight
relationship among the left and right (control) ears. All the animals developed hypersensibility type IV
in a same clinic pattern. The same test was applied in five groups of 5 wistar rats each, which recerved
single doses of 5, 7, 10, 30 and 50 mg of cyclosporin-A/kg of body weigh per day. All treated animals
with cyclosporin-A, did not reacted to the test, which made us to come to the conclusion that those
animals were immunologic by cyclosporin. '
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