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CITRULINA SERICA COMO MARCADOR DE REJEICAO CELULAR AGUDA EM
TRANSPLANTE INTESTINAL EM RATOS

Serum citrulline as a marker for rejection in intestinal transplant in rats

Andre I. David"®, Lara Sekiguchi®3, Sergio Santiago’, Carlos Gandia', Wervinston de Faria', Gary Kleiner?, Andreas G. Tzakis'

RESUMO

Introducéo: O objetivo deste estudo foi relacionar os niveis de citrulina sérica a rejeigao celular aguda apos transplante intestinal, avaliando
a citrulina como método laboratorial menos invasivo e de menor custo que a biopsia endoscopica para diagnosticar a mais importante
complicagdo apds transplante intestinal. Métodos: Estudo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais e realizado em carater
experimental no Batchelor Research Institute da Universidade de Miami, no periodo de agosto a dezembro de 2004. Foram realizados cinco
transplantes heterotopicos de intestino, com duas estomias e vascularizacdo da artéria mesentérica superior na aorta e drenagem venosa do
mesentério na veia cava. Amostras de sangue foram colhidas no 3°, 5° e 7° dias pré- e pds-operatérios. Resultados: Os niveis de citrulina
sérica variaram de 78 a 99 pmol/L no pré-transplante, de 44 a 54 pmol/L no pos-transplante 3, de 62 a 73 pmol/L no pos-transplante 5 e
de 36 a 60 pmol/L no pés-transplante 7. Os niveis médios de citrulina sérica nos pds-transplante 3,5 e 7 foram significativamente menores
comparados ao correspondente no pré-transplante. Conclusio: Os niveis séricos diminuiram durante a rejeicao celular aguda, o que pode
indicar a citrulina como marcadora precoce de episddios de rejeicdo celular aguda no transplante intestinal.

Descritores: Citrulina, Rejei¢do, Transplante, Intestinos, Ratos.

INTRODUCAO

O transplante intestinal (TI) tornou-se o tratamento de escolha para
doentes com sindrome do intestino curto ou com complica¢des
graves da nutricdo parenteral prolongada. A melhora na
sobrevivéncia ap6s o T deve-se ao aprimoramento das medicagdes
imunossupressoras, aperfeicoamento técnico das equipes e dos
métodos de controle da rejeigdo aguda.

Instituigdo: As indicagdes de TI também incluem outras quatro situagdes:
" Surgery Department at University of Miami School of Medicine, Miami, FL elevado risco de morte decorrente de faléncia intestinal cronica
2 Pediatric Department at University of Miami School of Medicine, Miami, FL (pseudo-obstrugio intestinal, isquemia mesentérica, tumor
¢ Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina Santa Casa de Sdo Paulo, desmoide, doenga de Crohn e doenga de Hirschsprung), acessos

Sdo Paulo, Brasil venosos insuficientes para nutri¢do parenteral doméstica e tumores

abdominais localmente invasivos."**

Em contraste com o transplante de rim e de figado, nos quais a

Correspondéncia: creatinina sérica e enzimas hepaticas sao utilizadas respectivamente

André |. David como indicadores de disfungdes, o transplante intestinal ainda ndo
Rua Cesdrio Motta Jr., 112 - Vila Buarque dispde de um marcador biologico de lesdo tecidual plenamente
CEP 01221-020 - Sao Paulo - SP, Brasil estabelecido.6 E importante salientar a relevancia de tal descoberta
Tel.: 55 11 2176-7699 / 3666-7307 no diagnostico da principal complicagdo do transplante intestinal:
Email: drandredavid@terra.com.br arejei¢do do enxerto. Isso porque, atualmente, a endoscopia com
bidpsia € o inico exame utilizado no diagndstico de rejeigdo no T1.
Recehido em: 20.12.2006 Aceito em: 16.01.2007 Trata-se, porém, de um procedimento invasivo e de alto custo.
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Citrulina Sérica como marcador de rejei¢do celular aguda em transplante intestinal em ratos

A citrulina sérica (CS), um aminoacido ndo-protéico, foi sugerida
como marcadora de lesdo intestinal em receptores de transplante
de intestino.7 Esse composto organico ¢ produzido quase
exclusivamente por enterécitos a partir da conversdo da glutamina,
sendo em seguida liberado na circulacdo portal e metabolizado em
arginina nos rins.?

A analise clinica do periodo pods-transplante nos receptores de
transplante intestinal mostrou reducdo dos niveis de CS durante
episodios de rejei¢do e infecgdo em nossos doentes™.

Foi desenvolvido um modelo de transplante intestinal em ratos
por Monchik e Russell, em 1971, e aprimorado por Soins & Friend
em 1996, possibilitando aumento do numero de cirurgias bem-
sucedidas e reducdo do periodo operatorio na experimentagdol0.

OBJETIVO

Analise da citrulina sérica como marcador de rejeigao celular aguda
em transplante intestinal em rato.

MATERIAL E METODO

Estudo realizado em carater experimental no Batchelor Research
Institute da Universidade de Miami, no periodo de agosto a
dezembro de 2004, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Animais. Foram realizados cinco transplantes heterotopicos
de intestino em ratos jovens com peso entre 180 a 200 gramas.
Os animais eram provenientes do biotério, com controle de
temperatura, higiene e ritmo circadiano. Utilizaram-se ratos
de espécies diferentes: doadores DA e receptores Lewis. A
analise estatistica foi realizada com o teste “t” de Student para
a analise das médias.

O procedimento do transplante foi realizado conforme descri¢ao
prévia de Santiago e col. (1991), heterotopico e com duas estomias
com vascularizagdo da artéria mesentérica superior na aorta e
drenagem venosa do mesentério na veia cava.!!

Foram colhidas amostras de sangue para dosagem de citrulina
sérica no pré-operatério e nos dias 3, 5 e 7 apos o transplante. No
sétimo dia, o animal foi sacrificado e foram realizadas bidpsias do
intestino transplantado (figura 1).

Figura 1. Diagrama do método de coleta das amostras de sangue.

RESULTADOS

Os valores da CS variaram de 78 a 99 pmol/L no pré-TI, de 44 a
54 umol/L no pos-operatorio 3 (PO3), de 62 a 73 umol/L no pds-
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operatorio 5 (POS5) e de 36 a 60 umol/L no pds-operatorio 7 (PO7)
(figura 2). O valor médio de CS encontrado no pré-operatério foi de
97 £13 umol/L. Nos dias PO3, POS5 e PO7 foram encontrados valores
de 52 £5, 67 £-4 ¢ 46 £10 pmol/L, respectivamente (figura 3).

O nivel médio da CS foi significativamente menor nos 32, 5°e 7 o
dias pos-operatorios, comparados ao do periodo pré-operatorio
(p<0,0001) (tabela 1). A rejeigdo do enxerto foi confirmada no PO7
e coincide com a menor média de CS em comparagdo com o valor
pré-TI (p<0,0001) (tabela 1).
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Figura 2: Niveis de citrulina sérica em rejeicdo de enxerto
de intestino delgado (valores absolutos).
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Figura 3: Média de concentragcdo de citrulina sérica durante
pré e pos-transplante intestinal heterotdpico.

Tabela 1. Média de Concentragdo de Citrulina sérica durante pré e pds-
transplante intestinal heterotépico (umol/L).

Pré-Transplante
3 dias 5 dias 7 dias
97 +132 52+5Db 67 +4c

Pos-Transplante

Média + DP 46 +10d

b: P < 0,001Vs a & d
c: P < 0,001 Vs c;

c: P <0,0001 Vs a & d;
d: P <0,001 Vs a & c.

DISCUSSAO

A literatura ¢ escassa em informacdes referentes a dosagem de
CS em ratos, especialmente apos TI. Neste estudo, avaliamos o
comportamento da CS diante da rejeicdo do enxerto. A CS foi
estatisticamente menor nos episodios de rejeicdo celular aguda nos
dias 5 e 7 pos-transplante, sendo mais importante no dia 7, quando
arejeicao foi confirmada através da biopsia.
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Analisando a figura 3, na curva 1, a CS sofreu queda na média de
45 umol/L devido a lesdo de isquemia e reperfusdo do enxerto.
Na correlagdo clinica, a redugdo dos niveis de CS no periodo pos-
transplante decorreu de isquemia-reperfusdo do enxerto intestinal.'> Na
curva 2, o aumento de 15 pmol/L de CS na média pode ser explicado
pela recuperagdo da fungdo dos enterdcitos. Clinicamente, a média
de normalizagdo do nivel de CS nos 21 doentes estudados foi de 79
dias apds o TI7. Na curva 3 a diminui¢do importante de 21 pmol/L
de CS pode ser justificada pela presenga de lesdo tecidual, decorrente
do processo de rejeigdo. Correlacionando com a clinica, os doentes
que apresentaram rejeigdo apresentaram niveis diminuidos de CS em
relagdo ao nivel normal.” O atraso da normalizagdo dos niveis de CS
no pds-operatorio foi associado aos maiores graus de rejeicao.7,12,13
O tempo estimado de recuperacao do nivel normal de CS variou entre
1 e 730 dias ap0s o transplante de 21 doentes estudados.'

Estudos indicaram que o nivel “normal” de CS varia com a idade,
apresentando valores entre 3 e 55 umol/L com uma média de 38
+8 pmol/L de amostras obtidas em doentes saudaveis.8,13-15 Por

outro lado, Pappas e col., em 2004, mostraram que o nivel normal
da citrulina sérica foi maior ou igual a 30 pmol/L.

Em receptores de transplante intestinal que ndo sofreram rejei¢ao ou
outras anormalidades histologicas, a média global de citrulina sérica
(nmol/ mL) foi de 34,0 £ 19,9 (14,1-5,9). Analisando o periodo pds-
operatorio, tem-se que: a média foi de 22,2 + 13,2 (9-35,4) entre o 6°
eo30°dias; 34,9+ 17,2 (17,7-52,1) entre 0 30° ¢ 0 60° dias; 43,6 = 15,8
(27,8-59,4) entre os 60° e 90° dias (p=0,001), tornando-se estavel até
o fim do primeiro ano. A citrulina plasméatica foi menor em doentes
com area de superficie corporal igual (ASC) ou inferior a Im? quando
comparados aos que tinham ASC igual ou superior a 1,Im2.16

CONCLUSAO

O comportamento da Citrulina at¢é PO3 mostrou um decréscimo
seguido de discreto aumento, sem recuperagdo nos niveis normais
pré-T1. Os niveis séricos diminuiram durante a rejeigao celular aguda
confirmada por bidpsia.

ABSTRACT

Purpose: The objective of this study was to correlate the serum citrulline levels to the acute cellular rejection after intestinal transplant,
therefore establishing a cheaper and less invasive method of intestinal transplant rejection diagnosis. Methods: The experimental study took
place at the Batchelor Research Institute of the University of Miami in the period between August and December, 2004 duly approved by
the Ethics Committee on Animal Research. Five intestinal transplants were performed in Lewis rats that received intestinal grafts from DA
rats, as previously described by SANTIAGO et al. Blood samples were collected in the pre- and post-surgical period at days 3rd, Sth, and 7th.
Results: Serum citrulline levels ranged from 78 to 99 umol/L in pre-transplant period; from 44 to 54 umol/L in post-transplant 3; from 62
to 73 umol/L in post-transplant 5, and from 36 to 60 umol/L in post-transplant 7. Mean serum citrulline levels in 3, 5, and 7 post-transplant
days were significantly smaller compared to the pre-transplant level. Conclusion: Serum citrulline levels declined along the acute cellular

rejection, and this may point citrulline as a marker for the early detection of acute rejection episodes.
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