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RESUMO: Este trabalho tem o objetivo por correla-
cionar os aspectos histolégicos e funcionais dos trans-
plantes totais heterotépicos do intestino delgado em
ratos. Foram operados 30 ratos, divididos em dois gru-
pos: grupo 1, com 10 ratos, nio submetidos a trata-
mento imunossupressor, e 0 grupo 2, com cinco ratos,
submetidos a imunossupressio com ciclosporina A na
dosagem de 15 g/kg/dia/7 dias. A mortalidade operaté-
ria até o 3° PO foi de 26%, decorrente de complicagdes
ao nivel das anastomoses microvasculares. Todos os
animais do grupo 1 evoluiram para o 6bito no 15° dia de
PO, por rejeicdo do intestino transplantado, e os do
grupo 2, submetidos a tratamento imunossupressor,
apresentaram evolucio favoravel, com avaliacio histo-
légica mostrando integridade do enxerto transplanta-
do. A avaliacido funcional, utilizando provas de absor-
¢do de glicose através do enxerto, mostrou elevacio dos
niveis de glicemia no 5° dia de PO nos dois grupos e no
14° dia de PO no grupo 2, porém também com elevacio
discreta no 14° PO no grupo 1, periodo que antecedeu o
6bito dos animais por rejeicio do intestino transplan-
tado.
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No ambito da cirurgia experimental, um dos aspectos
que vem sendo mais pesquisado é o da transplantagio de
6rgdos, merecendo destaque especial os transplantes de
figado, rim, coragdo, coragdo-pulmio. O entusiasmo nesta
linha de investigagiio pode ser verificado na vasta litera-
tura disponivel, onde sobrevidas cada vez maiores sdo
observadas, beneficiando, por conseguinte, os ensaios cli-
nicos.

No entanto, talvez um dos 6érgios que ainda nio se tor-
nou rotina no contexto dos transplantes seja o intestino
delgado, que teria indicagdo em pacientes com sindrome
do intestino curto, em fungdo de ressecgdes ampliadas do
préprio intestino.

J4 as pesquisas experimentais em torno do tema inicia-
ram-se em 1959, quando Lillehey (12) publicou o primei-
ro trabalho experimental em cdes, sendo seguido por ou-
tros estudos sobre diferentes aspectos do transplante intes-
tinal (regeneragdo linfitica (10), imunossupressio (3),
preservagdo do enxerto (14, 15), estudos imunoldgicos
(16), absor¢do (7) etc.), culminando na década de 60 com
as primeiras tentativas de transplantes intestinais em hu-
manos (5, 13, 17).

A inexisténcia de sobrevidas prolongadas e a conse-
giiente mortalidade foram decorrentes da rejei¢do precoce
do enxerto, bem como de complica¢des desencadeadas por
reages imunoldgicas entre o enxerto € o receptor, Estas
complicagdes sio decorrentes de caracteristicas préprias
do intestino como ¢rgio para transplante, diferindo de
outros 6rgdos em fungdo da grande concentragio de célu-
las linféides imunocompetentes existentes em suas pa-
redes.

Com o advento da ciclosporina A, na década de 80,
sobrevidas prolongadas foram observadas apds o trans-
plante intestinal experimental (3), ressurgindo o interesse
nesta linha de investigagdo.

Atualmente, o enfoque das pesquisas experimentais em
transplantes intestinais tem destacado estudos sobre a efi-
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cicia das drogas imunossupressoras na profilaxia da rejei-
¢do e da reagdo do enxerto X receptor (4, 6); dos fatores
preditivos do processo de rejeigdo (18) antes do apareci-
mento de lesGes irreversiveis no enxerto ¢ dos monitores
da mesma, realizados através de estudos microscépicos
seriados de biépsias e da avaliagdo funcional do enxerto.
Interessados nesta linha de investigagio, iniciamos, em
nosso meio, um estudo experimental com o intuito de cor-
relacionar os aspectos anatomopatoldgicos e funcionais
apds o transplante total de intestino delgado em ratos.

CASUISTICA E METODOS

Animal de experimentagdo: foram operados 30 ratos
Wistar-EPM1, nio isogénicos, obtidos do biotério central
da Escola Paulista de Medicina, pesando entre 200-300 g,
sem distingdo quanto ao sexo ¢ idade.

Procedimentos: os animais foram submetidos ao trans-
plante heterotdpico total (transplante auxiliar) do intesti-
no delgado (jejuno-ileo), divididos em dois grupos:

Grupo 1: 20 ratos (10 doadores e 10 receptores), sem
administragdo de drogas imunossupressoras no pdés-ope-
ratério.

Grupo 2: 10 ratos (cinco doadores e cinco receptores),
com administragio de 15 mg/kg/dia de ciclosporina A
(Sandimmune - Sandoz), por via intramuscular, iniciada
no PO imediato, por sete dias.

Técnica operatéria

Os animais foram mantidos em jejum por 24 horas no
pré-operatério e anestesiados pela inalagdo com éter eti-
lico.

Doador

O intestino delgado foi isolado desde o angulo de Treitz
até o ileo terminal, com seu pediculo vascular consistindo
da artéria mesentérica superior com um cuff de aorta ab-
dominal e da veia porta, A dissecgio ao nivel do hilo he-
pitico para o isolamento da veia porta foi realizada com o
auxilio de microscépio (9X), que facilitou a ligadura das
veias tributdrias no sistema venoso portal (veia esplénica
e.veia géstrica esquerda).

Apdés heparinizagio sistémica com 100 Ul de heparina,
a aorta foi ligada distalmente & emergéncia da a. mesenté-
rica superior, clampeada proximalmente, tendo-se seccio-
nado a veia porta junto ao hilo hepatico para inicio da
perfusdo do enxerto com soro fisioldgico a 4°C (10 ml) até
o efluente pela veia porta tornar-se claro € com o enxerto
assumindo coloragdo esbranquicada. A seguir, seccionou-
se a aorta abdominal, com liberagdo do enxerto.

O preparo intestinal foi realizado através da perfusio
da luz intestinal, com soro fisiolégico a 4°C, para femogio
do material fecal sélido. A duragdo do procedimento ci-
rirgico no doador foi de 45-60 min, sendo o enxerto acon-
dicionado em uma cuba contendo a mesma solugfio a 4°C.
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Receptor

Apés a abertura da cavidade abdominal, o intestino
delgado do receptor foi deslocado para atdireita e o retro-
peritonio aberto para exposi¢do da aorta abdominal e veia
cava inferior abaixo das veias renais. Com o auxilio do
microscépio (9X) foram ligados os ramos arteriovenosos
neste segmento, bem como procedeu-se a separagdo da
aorta e da veia cava inferior pela secg¢do do tecido conjun-
tivo frouxo existente entre as mesmas.

Apés os clampeamentos isolados proximal e distal da
aorta e da arteriotomia, procedeu-se 4 anastomose térmi-
no-lateral aorto-adrtica entre o enxerto e o receptor. Todas
as anastomoses foram realizadas com Mononylon 10-0,
com auxilio de microscépio (25X).

Ap6s o clampeamento da veia cava inferior ¢ da veno-
tomia, procedeu-se a anastomose porto-cava término-la-
teral entre o enxerto € o receptor. ‘

Os clamps vasculares foram removidos na seqiiéncia
inversa, tendo o enxerto reassumido sua colora¢do carac-
teristica. Os eventuais extravasamentos de sangue entre as
suturas vasculares foram tratados por compressio. As ex-
tremidades do intestino transplantado foram exterioriza-
dasro contra-abertura na parede abdominal anterior (je-
juno no quadrante superior e fleo no inferior), sendo fixa-
das na pele como jejunostomia e ileostomia com Monony-
lon 5-0. O procedimento cinirgico no receptor teve du-
ragdo de 1h:30 min, com um tempo de isquemia fria em
torno de 20 min.

Apé6s o transplante, os animais foram mantidos em
gaiolas individuais, alimentados com 4gua e ragio habi-
tual.

Monitoramento do enxerto

Avaliagdo histolégica: Biépsias foram obtidas sob se-
dagdo com éter etilico no.5°, 10° e 14° dias de PO, mediante
descolamento do estoma (ileo) da parede abdominal, sec-
¢do e posterior fixagdo do intestino no mesmo local. As
bidpsias de espessura total do intestino foram fixadas em
liquido de Bouim, ¢ as ldminas processadas e coradas com
hematoxilina-cosina. Na avaliagdo microscépica do mate-
rial obtido foram analisados a integridade da vilosidade, o
aspecto da mucosa € a infiltragdo de células polimorfonu-
cleadas ¢ linfécitos no enxerto.

Avaliagdo funcional: No 5° ¢ 14° dia de PO, com os
animais em jejum, procedeu-se 2 instilagdo de uma solu-
¢do contendo 0,5 g de glicose/kg/peso, diluida em 5 ml de
soro fisiolégico pela jejunostomia, sendo as amostras de
sangue cothidas da cauda aos 30 e 60 min apés a instilagdo
da solugdo-teste e analisadas pelo método colorimétrico
(Dextrostix).

Avaliagdo clinica: Os animais foram avaliados diari-
amente durante o experimento, destacando-se a postura
dos animais nas gaiolas, o aspecto macroscépico das esto-
mias (coloragfo, secregdo mucosa), bem como a aceitagfio
da dieta. )
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Os ¢6bitos verificados antes do 3° dia de PO foram atri-
buidos a falhas técnicas e os animais excluidos do estudo.

RESULTADOS

Dos 10 transplantes intestinais realizados no grupo 1
(20 animais), dois (20%) evoluiram para o ébito por com-
plicag@es relativas as anastomoses vasculares (tromboses
arterial ¢ venosa) no 2° e 3° dia de PO, sendo utilizados
oito animais transplantados para a efetivagio do estudo.

No grupo 2, em cinco transplantes (10 animais), dois
(40%) evoluiram para o Gbito por complicagdes vascula-
res, com uma mortalidade global de 26% para os dois gru-
pos (Tabela 1).

Tabela 1 - Mortalidade pés-operatéria no transplante heterotépico total
de intestino delgado.

Mortalidade Trombose  Trombose Mortalidade
atéo3°diade PO arterial venosa tardia
Grupo 1 2 (20%) 1 1 8
(N:10)
Grupo 2 2 (40%) 1 1 0
(N:5)

Dos 0ito animais utilizados para o estudo, no grupo 1,
todos evoluiram com rejeigdo do enxerto transplantado e
6bito dos animais em torno do 15° dia de PO (Tabela 1).

A avaliagio histolégica das biGpsias do grupo 1 (Tabe-
la 2) demonstrou aspecto normal das vilosidades em todos
os animais no 5° dia de PO, com leve infiltra¢do de células
plasmiticas e linfécitos na 1dmina prépria (Fig. 1). No 10°
dia de PO, houve aumento na celularidade, principalmen-
te de linfécitos, bem como observaram-se encurtamento ¢
achatamento da vilosidade (Fig. 2). No 14° dia de PO, a
microscopia revelou intenso infilirado linfoplasmocits-
rio, destrui¢do da arquitetura das vilosidades e necrose da
mucosa, caracterizando a rejei¢do do intestino transplan-
tado (Fig. 3). Todos os animais evoluiram para o Gbito
depois do 14° dia de PO.

A avaliagio histoldgica das bidpsias do grupo 2 eviden-
ciou vilosidades normais durante a evolugio deste estudo.

A avaliagdo funcional dos animais do grupo 1 (Gréfico
1) no 5° dia de PO demonstrou elevagio dos niveis de gli-
cemia aos 30 min da instilagdo da solugo-teste, atingindo
seus niveis maximos (250 mg ou mais) aos 60 min, em
todos animais estudados. No 14° dia de PO, periodo que
antecedeu o 6bito dos animais por rejeigdo do enxerto
transplantado, a instilagdo de glicose demonstrou ele-
vagdo dos niveis séricos de glicemia aos 30 e 60 min,
porém em niveis inferiores aos observados no 5° dia de PO
(175 mg). v

Para os animais do grupo 2, submetidos a tratamento
imunossupressor com ciclosporina A, a elevagio dos ni-
veis séricos de glicose aos 30 e 60 min da instilagio da
solugdo-teste foram semelhantes no 5° e 14° dias de PO
(Gréfico 2), atingindo niveis de 250 mg ou mais.
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Fig.1-Aspecto histolégicodas vilosidades no 5° diade PO. I nfiltragdo leve de
linfécitos na ldmina prépria.

Fig. 2 - Aspecto histolégico das vilosidades no 10° dia de PO, observando-se
intenso infiltrado linfoplasmocitdrio, encurtamento e alargamento das vilosi-
dades.

DISCUSSAO

Existem vantagens na utilizagdo de ratos como animal
de experimentagdo em transplantes intestinais, uma vez
que sdo facilmente disponiveis com linhagens imunologi-
camente definidas, de ficil manuseio e altamente resisten-
tes aos processos infecciosos.
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Fig. 3 - Aspecto histolégico das vilosidades no 14° dia de PO, observando-se
intensa infiltra¢do de linfécitos, destrui¢do da arquitetura das vilosidades e
necrose da mucosa.
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Griéfico 1 - Avaliagdo funcional dos transplantes heteroiépicos totais de in-
testino delgado em ratos sem imunossupressdo (Grupo 1).
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Griéfico 2 - Avaliagdo funcional dos transplantes heterotépicos totais de in-
testino delgado em ratos com imunossupressdo (Grupo 2).
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No entanto, os primeiros trabalhos publicados envol-
vendo a realizagio de transplantes intestinais, por Lille-
hey (12), em 1959, utilizaram o cdo como animal de ex-
perimentagdo, sem caracterizagdo quanto 3 linhagem,
tendo o autor encontrado respostas como a rejeigio ou a
reagdo do enxerto X receptor, em algumas situagdes con-
comitantemente no mesmo animal, com elevados indices
de mortalidade, apesar dos regimes de imunossupressio
utilizados neste periodo.

J4 os avangos no entendimento destes fendmenos imu-
noldgicos apés o transplante intestinal s6 foram observa-
dos com a descrigdo, por Monchik e Russel (16), das técni-
cas cinirgicas do transplante em animais como o rato, com
linhagens definidas e, talvez mais importante do que isso,
utilizando modelos hibridos, resultantes do acasalamento
de ratos pertencentes a linhagens diferentes. Desta manei-
ra, dependendo da combinagdo utilizada entre receptor e
doador, a obtengdo de respostas unidirecionais, tanto da
rejeicio como da reagiio do enxertor X receptor, foi
possivel, permitindo o estudo destas respostas isolada-
mente (4, 11).

Entretanto, a dificuldade técnica estd ligada ao porte
dos animais, onde a manipulagio de vasos com diminuto
calibre implica necessariamente o uso de microscépio para
a confecglio das anastomoses vasculares, com grande in-
cidéncia de complicagbes trombdticas e 6bito dos animais.

Neste material, ocorreram quatro 6bitos (26%) até o 3°
dia de PO, relacionados a complicagdes ao nivel das anas-
tomoses, ndo diferindo da mortalidade observada por
outros autores(19),

Estes resultados dependem fundamentalmente do tre-
inamento do pesquisador na execugdo de anastomoses
microvasculares. No inicio da nossa experiéncia, indices
de mortalidade em torno de 50 a 60% foram freqiientes.

Com relagdo ao método de preservagdo do enxerto,
utilizamos a solugio fisioldgica (NaCl a 0,9%) resfriada a
4°C, que permite a preservagdo do mesmo por periodos de
até 4 horas, sem modificar a estrutura e a funcionalidade
do ¢érgio (14, 15).

O tempo de isquemia fria do 6rgdo neste material va-
riou entre 20-30 min, no havendo necessidade de méto-
dos de preservagdo mais eficazes.

Para a efetivag@o de estudos concernentes 2 integridade
funcional do intestino transplantado, o modelo heterots-
pico ou auxiliar ¢ o mais adequado, uma vez que as ex-
tremidades exteriorizadas do enxerto, com o intestino do
receptor in situ, permitem avaliar a absor¢do de nutrientes
pela introdugdo dos mesmos nas estomias. ‘

Estes aspectos também sio importantes quando consi-
deramos a necessidade de avaliar as respostas imunolégi-
cas oriundas do transplante, permitindo, também, a ob-
tengdo de bidpsias seriadas do enxerto transplantado.

Ja o0 modelo de transplante ortot6pico, com ressec¢do
do intestino delgado do receptor e colocagdo do enxerto
em continuidade apds a revascularizago, torna esta inves-
tigagdo mais dificil. Este modelo, entretanto, mimetiza
condigdes que seriam encontradas em transplantes clini-
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cos, sendo indicado para a efetivagfo de estudos relaciona-
dos ao comportamento nutricional do receptor sob con-
digdes fisioldgicas. )

O monitoramento do processo de rejei¢do através da
anélise de bidpsias seriadas é método consagrado (2, 8),
iniciando-se em torno do 4° ou 5° dia de PO, com infiltrado
de linfécitos no enxerto; acentua-se ainda em torno do 10°
dia de PO, concomitante ao encurtamento € alargamento
das vilosidades, culminando no 15° dia de PO, com necrose
do intestino transplantado e morte dos animais (Tabela 2).

Com o advento da ciclosporina como droga imunossu-
pressora, resultados favordveis foram observados na
sobrevida de ratos transplantados (3).

Viérios regimes de administragdo e dosagens da droga
sdo descritos, podendo-se observar sobrevidas prolon-
gadas com séries curtas de utilizagdo da ciclosporina. Com
base nestes aspectos, utilizamos doses de 15 mg/kg/dia,
por via IM, iniciadas no PO imediato e interrompidas no 7°
dia de PO, o que permitiu sobrevidas de 120 dias ou mais
dos animais, no grupo 2 (Tabela 1), com estudos histolégi-
cos de bidpsias mostrando arquitetura normal das vilosi-
dades intestinais.

Para a avaliagdo funcional, muitas controvérsias tém
sido referidas na literatura quanto ao método que melhor
traduza a capacidade absortiva do intestino transplantado.

Virias substincias sdo utilizadas, existindo um con-
senso quanto 2 eficdcia na utilizagdo de dissacarideos
(Maltose, Lactose) (1), que permitiram avaliar a presenga
de dissacaridases para a degradagdo destes elementos em
suas formas elementares e, conseqiientemente, para a
tradugfio da integridade das microvilosidades intestinais.

Utilizamos a glicose como soluto, na dosagem de 0,5
g/kg/peso, o que permitiu a administragio de 120 a 150 mg
de glicose em média para cada animal, concentragfo esta
semelhante & encontrada no plasma de ratos mantidos em
jejum,

Pelos resultados obtidos no grupo 1, observamos ele-
vagdo dos niveis de glicemia apés 30 min da instilagdo da
solugdo-teste, atingindo niveis de 175 mg e de 250 mg, ou
mais, apds 60 min no 5° dia de PO, periodo em que a andlise
microscopica das bidpsias mostrava um enxerto com sua
arquitetura preservada.

Transplante de intestino delgado - BakonyiNeto A e cols.

Vol. 11
N24

No 14° dia de PO, no mesmo grupo, periodo que ante-
cedeu o 6bito por rejei¢do, niveis de glicemia em torno de
175 mg também foram observados apds a instilagdo da
solugdo-teste, denotando permeabilidade do enxerto com
sua estrutura alterada,

Estes achados também foram observados por Holmes
(7, 9), sugerindo que este fato ocorra por difusdio passiva
através da mucosa alterada ou entdo por difusfio contra um
gradiente de concentragio.

Estes resultados demonstram que a utilizagdo de testes
de absor¢do com a glicose, para a avaliagdo da viabilidade
do intestino transplantado, deve ser interpretado com cau-
tela quando realizado isoladamente, devendo ser utilizado
em conjunto com a obten¢do de bidpsias seriadas para
andlise microscépica.

Nos animais do grupo 2, submetidos a tratamento
imunossupressor com ciclosporina, os testes de absorgio
realizados no 5° e 14° dia de PO mostraram niveis de glice-
mia semelhantes apds a instilagdo da solugio-teste.

Uma critica pertinente a2 metodologia empregada para
a avaliagdo funcional do intestino transplantado neste tra-
balho relaciona-se ao teste colorimétrico (Dextrostix) para
dosagens dos niveis de glicemia, pois permitiu a utilizago
apenas de trés faixas de coloragfo, possibilitando ainda um
carter subjetivo na interpretagio das mesmas,

Desta forma, resultados mais aproximados poderdo ser
obtidos realizando-se as curvas glicémicas classicas, aos
0, 30, 45 ¢ 60 min, nfo havendo necessidade de maior
nimero de colheitas, uma vez que os ratos, em fungdo da
volemia, niio suportam a retirada de grandes volumes de
sangue.

CONCLUSOES

Dos resultados obtidos conclui-se que:

1. O modelo de transplante heterotépico total do in-
testino delgado é o mais adequado para a efetivagdo de
estudos funcionais e imunoldgicos.

2. A realizagdo de estudos funcionais no enxerto trans-
plantado utilizando a glicose para provas de absor¢do deve
ser utilizada em conjunto com a andlise histoldgica de
bidpsias intestinais seriadas.

Tabela 2 - Avaliagado histolégica dos transplantes heterotépicos totais do intestino delgado em ratos com e sem imunossupressio com ciclosporina A

Avaliagdo Grupo1 Grupo2
histol6gica
S°diade PO 10°cdiadePO 14°diade PO 5°diade PO 10°diadePO  14°diadePO

Vilosidade normal S N N S S S
Encurtamento e achatamento

da vilosidade N S - N N N
Infiltragdo de linfécitos

e polimorfonucleares S+ S++ S+++ N N N
Necrose da vilosidade N N S N N N

S =sim; + (leve); ++ (moderado); N = ndo; +++ (intenso)
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BAKONYI NETO A, SILVA MHG, CORRAL JNE,
ROSENBERG D, GOLDENBERG S - The histological
and functional aspects of heterotopic small bowel trans-
plantation in rats.

SUMMARY: The histological and functional aspects of
heterotopic small bowel transplantation in rats was
studied by the authors. Thirty rats was submitted to
surgery, divided in two groups: group 1, with animals
(10) without any imunossupression therapy and group
2, five rats, with imunossupression with ciclosporin-A
(15 mg/kg/body weight/7 days). Twenty-six per cent of
surgical mortality until thirth day was form vascular
complications at anastomoses level. Rejection of small
bowel and death of all animals in group 1 occurred at
15" day and in animals of group 2, stay alive with histol-
ogic studies showed integrity of the grafts. The absorp-
tion tests of glucose by the grafts in the 5* PO showed
hight levels of glicemia in both groups, either in the 14"
day in group 2. Just before the death by rejection of the
small bowel graft, in 14" day in group 1, the glucose
absorption test showed mild elevation in glicemia.

KEY WORDS: small bowel transplantation; ciclosporin
A; glucose absorption
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