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Efeitos da isquemia e da reperfusio na ocorréncia de apoptose no jejuno em eqiiinos
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TM.G. Abreu', G.E.S. Alvesz*, A.C. Vasconcelos3, J.D. Ribeiro Filh04, R.R. Faleiros®

Faculdade de Veterinaria — UECE, Fortaleza, CE
’Escola de Veterinaria - UFMG
Caixa Postal 567
30123-970 - Belo Horizonte, MG
*Instituto de Ciéncias Biologicas - UFMG - Belo Horizonte, MG
*Departamento de Veterinaria - UFV - Vigosa, MG

RESUMO

Investigou-se o resultado da isquemia, da congestdo e da reperfusdo na ocorréncia de apoptose. Modelos
de obstrucdo vascular total - artériovenosa e venosa - foram induzidos no jejuno por 2h, seguidos de
reperfusdo durante 12h. As amostras de tecidos foram processadas, e os dados analisados pelo teste de
Friedman. As coloragdes de Schorr e hematoxilina-eosina evidenciaram anoiquia, condensagdo da
cromatina, fragmentacio nuclear e celular caracteristicas de apoptose. Indices apoptoticos
significativamente mais baixos ocorreram em 2h e 12h de reperfusdo na regido das vilosidades, e
tenderam a estabilidade na regido das criptas. A apoptose constitui uma importante parcela na perda de
células intestinais durante a isquemia, congestdo e reperfusdo, além da necrose.
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ABSTRACT

The effects of ischemia and reperfusion in apoptosis occurrence in equine were studied. Intestinal
samples were taken and biopsy specimens evaluated. Data were analyzed by Friedman test. Schorr and
hematoxilin-eosine staining showed shrunken anoykic cells, chromatin condensation, nuclear and
cellular fragmentation typical of apoptosis. Significant lower apoptotic index occurred at 2h and 12h of
reperfusion in the villous region. No difference was observed in the crypt region. Apoptosis constitutes an
important part of cell loss in addition to necrosis.
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INTRODUCAO isquemia, sendo que a extensdo desses danos
depende da duracdo da alteracdo circulatoria.

Desde a sua observacdo no figado isquémico Nas situacdes de abdome agudo eqiiino, as

(Kerr, 1971), a apoptose tem sido reconhecida
em diversos tecidos submetidos a isquemia e
reperfusdo (I-R) (Li et al., 1995; Gottlieb et al.,
1996; Daemen et al.,, 1999). A fungdo e a
viabilidade intestinais podem ser gravemente
afetadas, mesmo apdés periodos curtos de
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manobras e intervengdes cirargicas, necessarias
para a corre¢do de disturbios intestinais, podem
ampliar a lesdo através do estresse oxidativo
gerado durante a reperfusao.

Estudos mostraram que periodos de isquemia tdo
curtos quanto cinco minutos resultaram no
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aparecimento de corpos apoptoticos durante a
subseqiiente reperfusio, com minimo
aparecimento de necrose, e elevando-se o tempo
de isquemia, as mortes apoptdtica e necrdtica
tornaram-se identicamente proeminentes
(Schumer et al., 1992). A oclusdo da artéria
mesentérica  superior, com  subseqliente
reperfusdo, causou lesdo e apoptose na mucosa
do intestino delgado (Noda et al., 1998; Ikeda et
al., 1998) em indices superiores ao da necrose.
Shah et al. (1997) investigaram a participagdo da
apoptose apos reperfusdo do intestino de ratos
submetidos a isotransplante, verificando que a
apoptose foi a principal forma de morte celular
apos [-R.

E possivel que a apoptose represente um
componente real em pacientes com colica.
Segundo Rowe et al. (2003), o nimero elevado
de células apoptdticas em eqiiinos com doenga
gastrintestinal pode ser importante para iniciar
inflamagdo e lesdo subseqiiente, e indices
apoptoticos  encontrados em  segmentos
intestinais distantes da les@o original podem
contribuir para ileo paralitico pds-cirargico.

Até o presente, a morfologia ¢ o principal meio
de identificagdo da apoptose (Harmon et al.,
1998; Reneham et al., 2001). Ao iniciar a
apoptose, a célula se torna arredondada e¢ da
inicio a um processo de separa¢do das células
vizinhas normais e da matriz extracelular.
Posteriormente, comega a apresentar protusdo da
membrana plasmatica, comumente referida como
projecdes digitiformes. A interagdo entre a
matriz e as células apresenta importantes efeitos
na estrutura do citoesqueleto, diferenciacdo e
aspectos do crescimento celular, e a ruptura
dessas interagdes induz a apoptose (Frisch e
Francis, 1994).

O objetivo deste estudo foi determinar os indices
apoptoticos no jejuno normal e submetido a
periodos de isquemia e reperfusdo em eqiiinos.

MATERIAL E METODOS

Foram usados seis eqiiinos adultos sob anestesia
geral e monitorados, sendo submetidos a dois
modelos de obstrugdo (OBS) vascular simultaneo
-hemorragico e isquémico- pela interrupgdo da
circulagdo mural, venosa (OVEN) ou artério-
venosa (OARV) com drenos de Penrose. Um
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terceiro segmento, ndo submetido a obstrucdo
vascular, permaneceu como controle (CONT).
Apds duas horas, a circulagio foi restabelecida,
pela retirada das ligaduras, quando se iniciou a
fase de reperfusdo (REP), com duracdo de 12h.
As amostras foram colhidas antes da aplicagdo
das ligaduras (Oh), e nos tempos de 1h e 2h na
fase de OBS, e 1h, 2h e 12h na fase de REP. Os
fragmentos de tecido foram processados
rotineiramente (Luna, 1968), blocados em
parafina e seccionados a S5um. As laminas foram
coradas por hematoxilina-ecosina ¢ Shorr e
analisadas pela microscopia otica.

As células foram identificadas como apoptdticas
quando apresentavam caracteristicas
morfologicas compativeis (Kerr et al., 1972).
Como critérios de inclusdo, selecionaram-se
aquelas com morfologia tipica, com condensagio
nuclear e  citoplasmatica ou  residuos
citoplasmaticos contendo densos fragmentos de
cromatina, retra¢do e perda da aderéncia entre as
células (anoiquia) e membrana basal, formando
0s corpos apoptéticos. Somente as células
(apoptoticas ou normais) que permaneciam
unidas a regido das vilosidades e criptas foram
incluidas para determinagdo do indice.
Enterécitos que sofreram exfoliagdo,
desprendimento e com caracteristicas de necrose
nao foram quantificados.

O indice apoptético (IA) para a regido das
vilosidades ou criptas foi determinado dividindo-
se o numero de células apoptdticas pelo nimero
de células totais ao longo do eixo vilosidade ou
cripta, e multiplicado por 100 (Vasconcelos,
1994). Levou-se em consideracdo a média dos TA
determinados em trés vilosidades ou em trés
campos da regido das criptas por segdo (400X).

Nas comparagdes entre os trés segmentos, em
cada tempo em relacdo as medidas do IA
vilosidade e do IA na cripta, foi utilizado o teste
de Friedman. Os resultados foram considerados
significativos ao nivel de 5%.

RESULTADOS

Os resultados dos IA nas vilosidades e criptas
estdo apresentados nas Tab. 1 e 2. Nos exames
microscopicos dos segmentos experimentais, a
maior parte das observagdes dos eventos
apoptoticos foi na forma ativa, com células
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mostrando marginagdo da cromatina nuclear
proeminente,  enrugamento  citoplasmatico,
anoiquia, fragmentacdo nuclear e corpos
apoptoticos fagocitados. Nos tempos mais
avancados, a atividade apoptotica  foi

principalmente na forma de fragmentos
citoplasmaticos e nucleares fagocitados no
epitélio. Moderada atividade apoptotica de
enterocitos no lume intestinal foi evidenciada.

Tabela 1. Médias dos indices apoptdticos (IA) nas vilosidades dos segmentos intestinais experimentais

em fun¢do do tempo

Tempo / Segmento SCONT* SOVEN#*** SOARV**
Oh 22,4aA 22,4aA 22,4aA
1h OBS 18,2aAB 19,7aA 17,1aA
2h OBS 17aB 18,4aA 15,6aA
1h REP 16,1aB 19,1aA 18,2aA
2h REP** 16,8aB 14,9bB 11,2cB
12h REP* 16,6aB 12,3bB 12,3bB

Valores seguidos por letras mintisculas na linha (entre segmentos em cada tempo) ou maiusculas (entre tempos em cada segmento)

na coluna diferem entre si.
Na linha: * P<0,03; ** P<0,006.
Na coluna: * P<0,04; **P<0,004; ***P<0,002.

O valor de P refere-se ao teste Friedman; SCONT= controle; SOVEN= obstrugdo venosa; SOARV= obstrugio arteriovenosa.

Tabela 2. Médias dos indices apoptoticos (IA) nas criptas dos segmentos intestinais experimentais em

funcdo do tempo

Tempo / Segmento SCONT SOVEN* SOARV
Oh 5,3aA 5,3aA 5,3aA
1h OBS 4,0aA 3,8aB 2,9aA
2h OBS 4,5aA 3,8aB 3,3aA
1h REP 4,2aA 4,7aA 3,7aA
2h REP 3,5aA 3,3aB 2,7bA
12h REP 4,3aA 3,4aB 3,8aA

Valores seguidos por letras minasculas na linha (entre segmentos em cada tempo) ou maiusculas (entre tempos em cada segmento)

na coluna diferem entre si.
Na linha e na coluna *P = 0,04

O valor de P refere-se ao Teste Friedman; SCONT= controle; SOVEN= obstrugdo venosa; SOARV= obstru¢ao arteriovenosa.

DISCUSSAO

Embora seja reconhecida a sensibilidade da
mucosa intestinal a I-R, a dimensdo da apoptose
nesse processo em eqilinos ¢ desconhecida. A
presente pesquisa permitiu estudar a ocorréncia
desse mecanismo de eliminagédo celular no jejuno
normal de eqiiinos e verificar a dindmica de sua
apresentagdo em periodos de isquemia e
congestdo, seguida de reperfusdo. Essa alteracao
circulatoria simula a clinica de abdome agudo
com estrangulamento vascular grave. Os autores
que estudaram o fenémeno de I-R natural ou
experimentalmente em eqiiinos tém atribuido a
morte  celular do  epitélio  intestinal
exclusivamente a necrose. Contudo, verificou-se
que a apoptose ocorre em taxas fisiologicas,
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sendo também desencadeada por varias
agressoes, incluindo as circulatorias.

O presente estudo permitiu confirmar o
fendmeno da apoptose como componente da
lesdo de I-R intestinal em eqiiinos e a evidéncia
para seu envolvimento foi dada pelas
caracteristicas morfologicas, conforme descritas
em critérios de inclusdo (Kerr et al., 1972). Essa
forma de morte celular s6 foi caracterizada
morfologicamente no ID  durante I-R
recentemente (Shah et al, 1997) em ratos
transplantados, e o atual estudo ¢é,
provavelmente, o primeiro a caracterizar o
processo em eqiiinos in vivo, no jejuno normal e
apos obstrucdo vascular seguida de reperfusdo
experimentais.
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Apesar de existirem varios testes sofisticados
para detecgdo de apoptose, a principal forma de
identificacdlo ¢ a que utiliza critérios
morfologicos (Harmon et al., 1998; Reneham et
al., 2001). A metodologia empregada no atual
trabalho utilizando microscopia Otica em sec¢des
coradas por hematoxilina-eosina ¢ Schorr
mostrou-se satisfatoria para identificagdo de
células apresentando anoiquia, condensacdo
nuclear, condensacdo citoplasmatica e corpos
apoptoticos.

E possivel que o periodo de jejum alimentar dos
eqiiinos tenha favorecido a ocorréncia de
apoptose, refletindo-se em elevagdo fisiologica
no IA do tempo basal (Iwakiri et al., 2001), e
essa observacdo necessita de estudos mais
aprofundados. A cinética de evolugdo da
apoptose nas vilosidades dos segmentos OVEN e
segmentos OARV em fungdo do tempo
demonstrou um comportamento semelhante, ou
seja, permaneceu estavel durante a fase
congestiva ou isquémica e inicio da reperfusdo e
diminuiu  significativamente = nos  tempos
subseqiientes de reperfusdo. Estes resultados sdo
diferentes dos encontrados por Noda et al. (1998)
que verificaram elevagdo do IA durante a
primeira hora de isquemia intestinal, que
continuou aumentando durante a hora seguinte
de reperfusdo. Esses autores levaram em
consideracdo, na quantificagdo, células com
caracteristicas de apoptose que se desprenderam
das vilosidades frente aos disturbios vasculares
provocados, localizando-se no lume, o que ndo
ocorreu na presente pesquisa.

Ikeda et al. (1998), ao realizarem inclusdo de
células intestinais desprendidas na determinacao
do IA, verificaram que a apoptose foi a principal
forma de perda celular em I-R. A razio para essa
cinética de morte celular programada e
recuperacdo do epitélio parece estar relacionada
com o aumento do tempo, que depende de
fatores promotores da apoptose durante a
isquemia ¢ fases iniciais da reperfusdo, que
diminui bruscamente durante a reperfusdo
prolongada. Em seguida deve ocorrer liberagao
de promotores da reparagao tecidual.

Shah et al. (1997), ao estudarem a participagdo
da apoptose em modelo de I-R intestinal em
ratos, verificaram que a observac¢do dos eventos
apoptoticos nas vilosidades ficou prejudicada
durante a reperfusdo, uma vez que ocorreu
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desintegracdo progressiva da estrutura da
mucosa. Embora graus discretos de lesdo na
mucosa intestinal permitam a quantificacdo
adequada do IA, lesdes com escores > 3
tornaram dificil a avaliagdo desse valor (Farber
et al., 1999). A mesma limitagdo foi encontrada
na avaliacdo das se¢Oes na atual pesquisa. Os
dois ultimos tempos de reperfusdo (2h e 12h)
mostraram uma diminui¢do dos IA nas
vilosidades, o que pode indicar periodo de
regeneracdo da mucosa intestinal, quando a
apoptose deve cessar, elevando-se a proliferacdo
de células normais.

Nesta pesquisa, verificou-se a distribui¢do da
apoptose na mucosa intestinal. Escolheram-se
dois locais para observagdo (criptas e
vilosidades). Alguns autores anteriormente
demonstraram a ocorréncia de apoptose em
diferentes regides do eixo vilosidade/cripta (Hall
et al., 1994). Potten et al. (1997), ao estudarem a
ocorréncia da apoptose no ID de humanos e
ratos, verificaram que a apoptose espontanea
ocorria predominantemente nas regides mais
inferiores das criptas. Segundo esses autores,
esse controle na regido das células tronco ¢
fundamental para manter o nivel de migragdo
celular da cripta para vilosidade.

Esta pesquisa confirmou os resultados de estudos
anteriores de que o intestino delgado é bastante
sensivel a insultos vasculares. Os graus das
lesdes sdo tempo dependente e iniciam-se na
extremidade das vilosidades e progridem em
direcdo as criptas. As células da regido apical das
vilosidades situam-se em um grau avancado de
diferenciacdo, ja tendo cumprido sua fungdo,
dessa forma, estdo mais propensas a ativarem o
programa apoptdtico como parte normal de seu
ciclo. Os outros enterdcitos, da regido medial das
vilosidades e das criptas, permanecem por mais
tempo, pois sdo responsaveis pela recomposi¢édo
estrutural da mucosa (Hinnebusch et al., 2002).
A diferenca entre os IA nas regides das
vilosidades e criptas sugere que a apoptose ¢
regulada independentemente em cada regido.
Isso pode estar relacionado com a distribuig@o de
genes reguladores no eixo vilosidade/cripta. O
fendmeno de isquemia e reperfusdo intestinal
representa um importante campo de investigagdo
visando a compreensdo da apoptose. Verifica-se,
assim, uma possivel abordagem terapéutica para
proteger o ID de lesdes de I-R, ou seja,
manutengdo de células epiteliais em estado
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indiferenciado, durante e apds a intervencao
cirargica de abdome agudo.

Este trabalho demonstrou a ocorréncia de
apoptose, além da eliminagdo por necrose,
muitas vezes classificada como o Unico
mecanismo de morte celular, em ambas as fases
da I-R. A diferenciacdo entre os dois fendmenos
¢ importante, pois o classico evento da necrose
ocorre passivamente ao acaso, enquanto apoptose
envolve genes regulatorios, transducdo de sinais
e efetores bioquimicos. O aprofundamento dos
estudos nessa 4rea podera refletir-se na
elaboragdo de estratégias terapéuticas que
modulem o processo, evitando lesdes mais
graves. As drogas a serem desenvolvidas
provavelmente terdo acdo limitada nas células
que foram gravemente lesadas por mediadores da
I-R, mas podem ser de valia para as células
remanescentes, em processo de apoptose, pois
sdo elas que tém o potencial de recuperagéo.

Clinicamente, a ajuda a certas populagdes
celulares pode ser significante, em termos de
preservagdo da fungdo intestinal e dos efeitos
sistétmicos da lesdo. Intervencdo sobre a morte
celular em sindromes isquémicas do intestino, tal
como ocorre em pacientes com abdome agudo,
pode ndo s6 diminuir a extensdo do segmento de
intestino inviavel a ser removido cirurgicamente,
como também afetar a gravidade da resposta
inflamatoria sist€émica que acompanha I-R. Nao
foi possivel estabelecer as relativas contribuigdes
entre necrose ¢ apoptose, contudo a morte celular
programada parece participar de uma parcela
importante na perda de células intestinais durante
al-R.

CONCLUSOES

A apoptose ocorre em condigdes fisiologicas em
enterécitos do jejuno de eqiiinos, variando seu
indice ao longo do eixo vilosidades/criptas,
sendo maior na regido distal e média das
vilosidades e menor na regido das criptas. No
jejuno normal, o IA apresenta variagdes
fisiologicas nas vilosidades e criptas, tendendo a
estabilizagdo. A apoptose nas vilosidades dos
segmentos OARV ¢ OVEN mantém seu indice
estabilizado até a primeira hora de reperfusio,
diminui em seguida e retorna a estabilidade
durante as horas seguintes (2h e 12h); a apoptose
nas criptas dos segmentos OARV e OVEN
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mantém seu indice com tendéncia a estabilizagao
durante as fases de isquemia, congestio e
reperfusao.
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