ARQGA/1134

PARTICIPACAO DA APOPTOSE
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RESUMO - Racional - O transplante de intestino delgado ¢ procedimento cirurgico em estudo visando sua aplicagdo no tratamento dos
pacientes portadores da sindrome do intestino curto, com vistas a reabilitagdo oral. A grande barreira, porém, se deve a rejeicao pela
grande quantidade de tecido linfoide presente no intestino delgado. Objetivo - Estudo da apoptose em alotransplante heterotopico intestinal.
Material e Métodos - Realizaram-se 24 alotransplantes intestinais em ratos da raga Brown-Norway (doador) para Lewis (receptor), sendo
subdivididos em trés subgrupos de oito animais, sacrificados respectivamente no terceiro dia de pés-operatério (Tx 5 ), no quinto dia de pds-
operatorio (Tx ;) e no sétimo dia de pos-operatorio (Tx ;) para coleta das biopsias dos enxertos intestinais. Compararam-se os resultados
com o grupo isotransplante (C) que envolveu oito animais da raga Lewis (doador) para Lewis (receptor), porém neste grupo realizaram-se
biopsias seriadas no mesmo animal, sendo subdivididos em trés momentos: biopsia no terceiro dia de pos-operatorio (C,), no quinto dia de
pos-operatorio (C ;) e sacrificados no sétimo dia de pés-operatério (C ;) para coleta da biopsia. Realizou-se, inicialmente, andlise intragrupo
entre os momentos C;, C, e C, para todos os parametros de rejeigdo citados anteriormente, como também para os trés subgrupos Tx
Tx e TX,, Posteriormente, realizou-se a analise intergrupo de forma transversal e pareada comparando-se o grupo isotransplante com o

grupo alotransplante. (C, com Tx ;; Cs comTx g e C,) com Tx,,))- No grupo isotransplante ndo houve expressao estatistica quanto aos

marcadores analisados. Porém, no grupo alotransplante observou-se que alteragdes da apoptose foram marcantes a partir do terceiro dia

de pos-operatorio.

DESCRITORES - Intestino delgado, transplante. Rejeigdo de enxerto. Apoptose. Ratos.

INTRODUCAO

O transplante de intestino delgado (TID) é a proposta
logica para tratar a faléncia intestinal, porém existem sérias
dificuldades ainda ndo superadas e que ndo o tornam procedimento
rotineiro"" . Entre os obstaculos, destacam-se a rejeicao de
dificil controle®!:#9, a necessidade de manter imunossupresséo
agressiva, surtos infecciosos graves, a complexa técnica cirurgica,
dificuldades na preservagdo do enxerto, desencadeamento de
doengas linfoproliferativas“®*?, que limitam a indicagéo classica
usual do TID®:2),

O modelo experimental em ratos proporcionou estudos
mais controlados na avaliacdo da rejeigdo aguda e cronica®
D das dificuldades ligadas a preservacdo intestinal'> 29, da
compreensdo da fun¢do do enxerto®”, da doenga do enxerto
versus hospedeiro (DEVH)!# 19, da indugdo de tolerdncia®33 e
do novo campo fascinante da medicina moderna, — a engenharia
tecidual — que podera revolucionar a forma de tratamento de
diversas doengas, inclusive permitindo a produgdo de tecido
intestinal em laboratério®* 24,

Por conta dos estudos experimentais, verificou-se que a forte
tendéncia a rejeigdo no TID € devido a grande concentragio de tecido
linfoide presente no intestino transplantado® 17, A rejei¢do causa
perda da integridade da barreira mucosa e favorece a translocagdo
bacteriana e a sepse. A necessidade do uso de intensa imunossupressao
para controlar a rejei¢ao provoca maior tendéncia a infecgdo e ao
desenvolvimento de tumores, além do risco de toxicidade para varios
orgaos. Essas complicagdes limitam a sobrevivéncia prolongada apds o
TID e representam grande desafio a sua aplicagéo clinica™-*17-2),

No Brasil, foram realizados, no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HC-
FMUSP), dois casos pioneiros de TID por Okumura na década de
604, Nessa Faculdade realiza-se pesquisa experimental de TID
desde 1971, visando sua aplicagdo clinica'-!>4), Recentemente,
realizou-se na Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo o
primeiro TID, introduzindo entre nés o emprego de FK-5607
para evitar a rejei¢do nesta modalidade de transplante.

A morte celular determina a perda da estrutura celular e da
sua fungao de forma irreversivel, sendo um fenomeno bioldgico
constatado nos organismos vivos. Ocorrem dois tipos de morte
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celular denominados apoptose!'” e necrose® #V. A necrose celular é
consequéncia da agressdo do meio ambiente, que resulta em alteragdes
precoces da membrana plasmatica e leva a acidose com alteragdo do
transporte de ions (potassio, magnésio, calcio, sédio e cloro), por
aumento da permeabilidade da camada de fosfolipides e ruptura fisica
da membrana e conseqiiente perda da compartimentalizagao celular.

Em contraste, a apoptose compreende uma atividade bioquimica em
resposta as alteragdes locais do meio ambiente intracelular, desencadeadas
pela endonuclease nuclear, a qual divide o DNA em oligdmeros'®. O
processo da apoptose ¢ observado quando a morte celular é evento fisiologico
programado durante a embriogénese, metamorfose ou “turn over” celular
normal. Entretanto, tem se tornado evidente que a apoptose ocorre também
por meio de estimulos patoldgicos, como o que ocorre na vigéncia de infecoes
virais, hepatites, por exemplo®9. Morfologicamente a apoptose € caracterizada
pela condensagéo nuclear e citoplasmatica seguida de perda da membrana
nuclear, fragmentagdo da cromatina nuclear e subseqiiente formagao de
inimeros fragmentos de condensado nuclear e citoplasmatico. Esses corpos
apoptéticos sdo absorvidos pelas células adjacentes, ndo ocorrendo infiltrado
leucocitario, obrigatoriamente encontrado nas reagdes inflamatorias.

Em transplante de 6rgdos, a apoptose tem sido investigada em transplante
clinico e experimental de figado®¥, rim©® e pancreas®. Com a finalidade de
se aprimorar o diagndstico precoce e especifico, e também o progndstico da
rejeicdo, decidiu-se pela busca experimental de outros métodos indicadores
darejeigdo, uma vez que o estudo histoldgico das biopsias € insuficiente para
prover o almejado diagndstico de certeza desta grave complicagao.

Portanto, o objetivo do presente estudo experimental foi a avaliagdo
da apoptose em ratos submetidos a alotransplante intestinal.

METODO

Animal de Experimentacio

Empregou-se 0o modelo de transplante intestinal em ratos isogénicos das
ragas Brown-Norway e Lewis, sendo 24 animais machos da raca Brown-Norway
€40 machos daraga Lewis, com o peso entre 200 a 350 gramas, distribuidos
aleatoriamente, sem prévia selegao ou analise de qualquer pardmetro clinico-
laboratorial para quaisquer dos grupos estudados. Os animais Brown-Norway
foram apenas doadores do intestino delgado e os daraga Lewis, 8 doadores e
32 receptores. Os animais foram anestesiadas com pentobarbital (65 mg/kg)
e atropina (0,04 mg/kg) via intraperitoneal, seguida de anestesia inalatoria
com halotano 2% associado a oxigénio (2,5 L/min).

Os animais foram distribuidos em dois grupos, a saber:

Grupo Isotransplante (C)

E o grupo controle (C), constituido por oito animais receptores da raca
Lewis submetidos ao isotransplante. O mesmo animal foi submetido a
duas biopsias e posteriormente ao sacrificio nos seguintes momentos:

Momento C, — Os oito animais receptores foram submetidos a
biopsia intestinal no terceiro dia pds-operatorio (PO3).

Momento C; — Os oito animais foram submetidos a biopsia intestinal
no quinto dia de pds-operatorio (POS).

Momento C_ — Os oito animais foram sacrificados no sétimo dia

@)
de pos-operatorio (PO7).

Grupo Alotransplante (Tx)

Constituido por 24 animais receptores da raga Lewis ¢ 24 animais
doadores da raga Brown-Norway, distribuidos em trés subgrupos
descritos a seguir:
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Subgrupo Tx, — Oito animais receptores da raga Lewis submetidos ao
alotransplante e sacrificados no terceiro dia de pos-operatério (PO3).

Subgrupo Tx ,, — Oito animais receptores da raga Lewis submetidos ao
alotransplante e sacrificados no quinto dia de pos-operatorio (POS).

Subgrupo Tx , — Oito animais receptores da raga Lewis submetidos ao
alotransplante e sacrificados no sétimo dia de pds-operatorio (PO7).

Procedimento cirturgico

O transplante intestinal foi executado de forma heterotopica
(Thiry-Vella), segundo a técnica de LEE et al.®®, ZHONG et al.“%-49
¢ MONCHICK e RUSSELL®Y. Néo foi utilizada nenhuma forma de
imunossupressdo (Figura 1).
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FIGURA 1 - Esquema das posigoes das anastomoses vasculares; nota-se detalhe da anasto-
mose término-lateral porta-cava e aorto-adrtica

Apoptose

Realizou-se a reagdo de TUNEL (Terminal deoxynucleotidil
transferase mediated dUTP-biotin nick end labeling) utilizando-se
o kit “In Situ Cell Death Detection Kit, Cat. 1684817 — Boehringer
Mannheim” para estudo imunoistoquimico de detecgao e quantificagao
da apoptose, baseado na quebra das cadeias de DNA. Os tecidos foram
analisados através da microscopia Optica.

A avaliacao da apoptose’® 3% foi realizada por dois investigadores
(UR, ADWL) pelo indice apoptdtico, pela leitura direta das laminas
preparadas pela reagdo de TUNEL em 4reas denominadas zona quente
414D (maior probabilidade de se encontrar células alteradas devido a
rejei¢do); no caso foram as criptas e a lamina propria das vilosidades
intestinais. Foram escolhidos 10 campos aleatdrios na area considerada
zona quente e feita a leitura do numero total das células apoptoticas®®
) somando-se o total de células apoptoticas nos 10 campos analisados
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amicroscopia optica com aumento de 400x. Houve exclusdo da leitura
nas areas com evidéncia de necrose (Figuras 2, 3)
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FIGURA 2 - Reagao de TUNEL com 400x de aumento do momento C(a)’ mostrando
células apoptéticas de coloragao acastanhada
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FIGURA 3 — Reagao de TUNEL com 400x de aumento do subgrupo Tx(5), mostrando
células apoptéticas de coloragao acastanhada
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Anilise estatistica

Os dados foram confrontados com a curva de Gauss (curva normal)
e classificados em ndo-paramétricos (para P <0,05).

Os dados foram analisados de duas formas: intragrupo (dentro
de cada grupo de estudos) e intergrupo (comparando os grupos em
momentos diferentes).

Na analise intragrupo no grupo C foi realizado o teste de Friedmann
com pos-teste de Muller-Dunn (o mesmo animal em diferentes momentos)
e no grupo Tx o teste de Kruskall-Wallis com pos-teste de Muller-Dunn
(animais diferentes em momentos diferentes).

Na analise transversal intergrupo entre os grupos C e Tx foi utilizado
o teste de Mann-Whitney.

Os dados foram expressos em mediana e percentil 25 e 75.

RESULTADOS

Avaliacdo da Apoptose

No grupo C —Na analise da apoptose intragrupo entre os trés momentos
do grupo isotransplante (C o C5¢C)s houve diferenga estatistica quanto
ao aumento do numero de células em apoptose do momento C @paraoC
O mesmo ndo ocorreu do momento C; para C -
apoptoticas variou de 4 a 106 células (Grafico 1).
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No grupo Tx — Na analise da apoptose intragrupo do grupo Tx entre
os subgrupos Tx ; , Tx ;, ¢ Tx ; , houve diferenga estatistica do subgrupo
Tx,, para Tx g, ocorrendo aumento do numero de células apoptoticas.
Ocorreu, porém, o inverso do subgrupo Tx,, para Tx ; com diferenca
estatistica, acarretado pela queda do nimero de células apoptoticas. E
a0 comparar o subgrupo Tx; comoTx,, embora o numero de células
apoptdticas no processo da rejeicdo seja maior no ultimo subgrupo Tx
nao houve diferenca estatistica entre ambas (Grafico 2).

Avaliagio Intergrupo entre os Grupos C e Tx — Na analise da apoptose
intergrupo entre os momentos Cap Csy e Cpye 08 subgrupos Tx ), TX )
eTx,, de forma pareada e transversal, observou-se que em todos os
momentos os subgrupos do Tx obtiveram maior nimero de células em
apoptose em relagdo aos trés momentos do grupo C, com diferenca
estatistica marcante, mais acentuada no quinto dia p6s-operatério (C

eTx,) (Grafico 3).
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GRAFICO 2 - Andlise da apoptose intragrupo do grupo Tx
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GRAFICO 3 - Anilise transversal da apoptose intergrupo entre os grupos
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DISCUSSAO

Observou-se o aumento de células em apoptose do subgrupo C
para Cg, embora o grupo seja isento do fendmeno da rejeicdo. Estes
dados contrariam os resultados de FAY YAZI et al.("%), que comprovaram
no grupo de animais que se submeteram ao isotransplante a nio
ocorréncia do aumento do numero de células em apoptose no decorrer
do periodo pos-operatdrio (PO3 ao PO7), mantendo baixo numero de
células apoptoticas devido ao fendmeno normal de “turn over” celular
dos enterdcitos. Mas existem outras variaveis que puderam influir no
mecanismo da apoptose em tecido submetido ao isotransplante:

* 0 mecanismo de isquemia-reperfusdo®’-32+) se caracteriza pela lesio da
mucosa intestinal devido a depressao da atividade mitética e diminui¢do do
seumetabolismo durante a isquemia fria na solugo de preservagao a 4°C
(tempo do enxerto submerso na solugao de preservagao). E também pelo
aumento de células inflamatérias no intestino reperfundido por provavel
ativagdo da adesdo de glicoproteinas a neutrofilos ou células endoteliais que
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desencadeiam interagdes celulares, resultando no processo da apoptose.
O intestino delgado contém grande reservatdrio de mediadores que sdo
liberados apos perfusao tecidual®. Esses mediadores incluem metabolitos
reativos ao oxigénio, oxido nitrico, adesdo dos leucdcitos, protease,
citocinas. Os metabolitos sdo produzidos por varias células, incluindo
as células endoteliais, neutrofilos, macrofagos e fibroblastos. Durante
a reperfusdo tecidual ocorre o estimulo, desencadeando a liberagéo da
cascata do processo inflamatorio inespecifico e especifico que incluem
os linfécitos T e B. Lembrando que as lesdes do enxerto intestinal, devido
a0 mecanismo isquemia-reperfusdo, apresentaram-se completamente
regeneradas depois de 24 horas da perfuséo tecidual®?;

* alavagem da luz intestinal é importante para a fase de isquemia fria e
quente, que é o tempo em que o enxerto intestinal permanece fora da
solugdo de preservagao a 4°C, enquanto se realizam as anastomoses
vasculares do enxerto ao receptor, pois as enzimas digestivas: (protease
pancredtica, sal biliar e endotoxinas) tém efeito na patogénese da
lesdo da mucosa intestinal durante o tempo de isquemia®”;

* 0 “turn over” da célula da mucosa intestinal ¢ mais rapida em relagdo

a orgdos solidos e a apoptose ¢ observada com maior freqiiéncia

nas vilosidades intestinais de tecido normal controle®?;

apressdo elevada durante a lavagem da luz intestinal e da perfusao

intestinal acarreta lesdes no enxerto intestinal@® 4% 4);

* a solugdo da Universidade de Wisconsin representa a solugdo de
preservagdo modelo em relagdo a outras solugdes pelo menor risco

de lesdo tecidual, mesmo em tempo prolongado de preservagao'> 3.

Houve aumento expressivo de células em apoptose do subgrupo Tx ,, para
Tx 5, 0 que corresponde ao relatado por varios autores™!*4?, Esse mecanismo
de rejeigdo associada a apoptose € ainda controverso!?. A apoptose, neste
caso, representa a resposta epitelial as alteragdes causadas pelo fenomeno
da rejeigao™ 19, Isto pode corresponder a liberagdo das citocinas por células
imunocompetentes, envolvidas na rejeigdo. Sabe-se que os linfocitos T-
citotdxicos interagem com os antigenos de histocompatibilidade do enxerto
intestinal causando lesdo da membrana celular e resultando na apoptose.

Ocorreu, porém, decréscimo expressivo do subgrupo Tx s bara
Tx ,,, diferentemente do encontrado por outros autores'“*". FAYAZZI
et al.'” mostrou aumento gradativo de células em apoptose até o nono
dia de pos-operatorio, depois ocorre o decréscimo do mesmo.

VENNARECCI et al.#? observaram aumento do nimero de células
em apoptose até o 15° PO e depois decréscimo progressivo. Esses autores
propdem que o aumento do niimero de células apoptoticas esta correlacionado
arejeicdo leve (grau 1) e moderada (grau 2). Nos casos de rejeigdo intensa
(grau 3) e rejeicdo cronica, observou-se baixo indice de células apoptoticas
por provavel necrose ¢ fibrose extensa da mucosa intestinal.

Neste estudo notou-se que no grupo Txm amaioria se encontrava no
estadio de rejeigdo intensa (grau 3) associada a necrose extensa® !9, o que
provavelmente acarretou a queda do niimero de células em apoptose.

Estes dados ndo mostram exatamente controvérsia em relagdo aos
autores citados, mas sim, apenas que neste estudo a rejei¢do se instalou
de modo mais intenso e precoce.

Observou-se nitido aumento de células apoptdticas do grupo Tx
em relagdo ao C em todos os momentos, por provavel fendmeno da
rejeigdo que se traduz na apoptose, em concordancia com o observado
por varios autores(® 103247,

Portanto, pode-se concluir, dentro das condi¢des de realizagdo
desta pesquisa, que a apoptose foi relevante como marcador na fase
inicial da rejei¢o, ocorreu a partir do terceiro dia de pds-operatorio e
manifestou-se principalmente nas criptas da mucosa intestinal.
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ABSTRACT - Background - Intestinal transplantation is a possible treatment for patients with short bowel syndrome, aiming the reintroduction of oral diet.
However, the major obstacle in this procedure is the strong rejection. Delay in rejection diagnosis may be irreversible and lethal. Aim - To define method
for early diagnosis of rejection based on the apoptosis from intestinal allograft. Material and Methods - Isogenic rats Brown-Norway (BN) and Lewis (LEW)
were submitted to intestinal heterotopic allotransplantation and divided in two groups: LEW donor to LEW recipient isograft group C and BN donor to
LEW recipient allograft group (Tx). According to the day of sacrifice, Tx group were subdivided in three subgroups with eight animals each as follow:
Tx3- sacrificed at third postoperative day (POD), Tx5 — sacrificed at fifth POD and Tx7 — sacrificed at seventh POD. Eight animals from control group were
subdivided in three moments according to the time of biopsy from the graft as follow: C3 — biopsy at third POD; C5 — biopsy at fifth POD and C7 — biopsy
at seventh POD. All animals from control group were sacrificed at seventh POD. Rejection parameters were compared between the control groups (C3 vs C5,
C3 vs C7 and C5 vs C7, and allograft group (Tx3 vs Tx5, Tx3 vs Tx7 and Tx5 vs Tx7). The same parameters were analyzed between the control group and
allograft groups ( C3 vs Tx3, C5 vs Tx5 and C7 vs Tx7). In C group no statistical significant difference regarding the expression of the apoptotic cells were
detected, while in Tx group, the presence of apoptotic cells were remarkable since the third postoperative day.

HEADINGS - Intestine, small, transplantation. Graft rejection. Apoptosis. Rats.
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