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RESUMO

A apoptose ou morte celular programada é
um fendbmeno da biologia celular implicado em
mecanismos centrais da transplantagdo como
a citotoxicidade, a regulagao imune e a isqué-
mia-reperfusdo. O objectivo deste estudo con-
sistiu em avaliar e interpretar a expressao de
proteinas reguladoras da apoptose no trans-
plante renal. Com este objectivo foram seleccio-
nadas trés grupos de biopsias de rim transplan-
tado com o diagndstico histopatoldégico de
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necrose tubular aguda, rejeicdo aguda e de
nefropatia crénica do transplante. Foi aplicada
a técnica histoquimica das imunoperoxidases
(streptavidina-biotina/HRP) utilizando anticorpos
das moléculas pro-apoptoéticas Fas, FaslL e
caspase 3, e da molécula anti-apoptética BelxL,
tendo sido efectuada uma avaliagdo semi-
quantitativa e comparativa da expressao daque-
les marcadores nos glomérulos, tubulos, vasos
e células intersticiais. Nos resultados das obser-
vacoes salienta-se: a neo-expressao de Fas nas
células tubulares nos casos de necrose tubular
aguda e de nefropatia crénica do transplante,
sugerindo a importancia da isquémia na acti-
vacao daquele receptor; a neo-expressao do
complexo FasL/Fas e de caspase 3 ao nivel
das células tubulares e intersticiais salientando
a sua intervencgao na rejeigao aguda; a expres-
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sdo de BcIxL ao nivel das células tubulares
remanescentes de todos os grupos, traduzindo
uma forma de defesa imanente destas células.
A apoptose revela-se como um mecanismo
regulador da vida celular, ora benéfico se pro-
move a reducdo de células téxicas ou disfun-
cionais como na necrose tubular aguda e na
rejeicao aguda, ora nocivo, se conduz a perda
funcional do tecido e a sua progressiva subs-
tituicdo por colagénio como na nefropatia cro-
nica do transplante.

Palavras-chave: apoptose, BclxL, caspase 3,
Fas/FasL, transplante renal.

SUMMARY
Apoptosis in renal transplantation

Apoptosis or programmed cellular death is a
cellular biology phenomenon implied in central
mechanisms of transplantation such as the
citotoxicity, the immune regulation and the is-
chaemia-reperfusion. The aim of this study con-
sisted of evaluating and interpreting the expres-
sion of protein regulating apoptosis in the renal
transplant. With this objective three groups of
kidney transplant biopsies with the histhopato-
logical diagnosis of acute tubular necrosis, acute
rejection and transplant chronic nephropaty were
selected. The immunohistochemistry technique
with immunoperoxidases was applied (strepta-
vidina-biotina/HRP method) using antibodies of
the pro-apoptotic molecules Fas, FasL and cas-
pase 3, and anti-apoptotic molecule BclxL. A
semiquantitative and comparative evaluation of
the expression of those markers was made in
the glomerula, tubules, vessels and interstitial
cells. In the results we underline: the neo-ex-
pression of Fas in the tubular cells in the cases
of acute tubular necrosis and chronic transplant

nephropaty, suggesting the importance of is-
chaemia in the activation of that receptor; the
neo-expression of the FaslL/Fas complex and
caspase 3 in tubular and interstitial cells point-
ing out its intervention in the acute rejection; the
expression of BelxL in the remaining tubular cells
of all the groups, suggesting a protective mecha-
nism of these cells against apoptosis. Apoptosis
shows as a regulating mechanism of the cellu-
lar behaviour, beneficial if it promotes the reduc-
tion of toxic or disfunctional cells as in the acute
necrosis tubular and the acute rejection, or
harmful, if it leads to the functional loss of the
tissue and to its gradual substitution by colla-
gen as in the chronic transplant nephropaty.

Key-words: apoptosis, BclxL, caspase 3, Fas/
FasL, kidney transplant.

INTRODUGAO

As novas tecnologias da biologia molecular
aplicadas a investigacdo na area da trans-
plantagado, tanto em modelos experimentais
como no ser humano, tém vindo a permitir o
conhecimento cada vez mais aprofundado de
muitas das alteracdes e transformacgoes celu-
lares e moleculares existentes no orgao trans-
plantado.

A par dos avangos nos conhecimentos da
imunobiologia do transplante renal, ndo param
de continuar a surgir novas questdes, novos
desafios, a proposito da interpretacdo do com-
plexo processo de alteragdes celulares e da ma-
triz extracelular que caracterizam tanto o fené-
meno “explosivo” e mais ou menos exteriorizado
da disfungdo aguda, bem como, da destruigao
lenta mas progressiva do tecido renal que
caracteriza a nefropatia crénica do transplante.
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A compreensao da delicada interligacdo da-
queles fendmenos fisiopatoldgicos continuara
certamente a aliciar os investigadores nos anos
vindouros e sempre com o mesmo fascinante
objectivo do século passado - a preservagao
do orgéo transplantado.

Quando se observa um corte histoldgico do
rim transplantado é muitas vezes dificil fazer a
sua caracterizagao morfoldgica e interpretar as
alteracbes encontradas a luz de conceitos
“absolutos” de sofrimento agudo ou de sofri-
mento cronico. Em boa verdade, sabe-se que
no momento exacto em que se terminam cirur-
gicamente as anastomoses vasculares do
enxerto é invariavelmente accionado um “gatilho”
que faz disparar uma interminavel cascata de
fantasticos acontecimentos bioldgicos cuja
expressao e interpretagdo em intensidade e em
extensao é, ainda hoje, muitas vezes dificiimente
perceptivel. Uma vez posta em marcha, sabe-
-se que esta sequéncia multifactorial de feno-
menos com ponto de partida imunolégico, ndo
tem sempre as mesmas consequéncias para
todos os receptores, e o seu significado ultra-
passa a diversidade dos fendmenos de imuno-
incompatibilidade do sistema HLA.

Estaremos pois perante questdes que dizem
respeito, na sua esséncia, ao potencial das cé-
lulas poderem ou n&o reagir aos estimulos
externos e que poderao resultar na sobrevivéncia
ou no seu desaparecimento. O significado desta
assergao tem muito em comum com os meca-
nismos que regem o ciclo de vida das células,
designadamente, no equilibrio entre os pro-
cessos de renovacgao/regeneragao e destruigdo
do material genético, e portanto, até com o préprio
fendmeno da senescéncia celular (papel das
telomerases)'2. Existira pois, e também teleo-
logicamente radicada no genoma, uma capaci-
dade pré-determinada para reagir as adversida-
des ambientais e que influencia o comportamento
celular?

Ao abordar os temas da disfungéo aguda do
enxerto, nas suas vertentes de necrose tubular
e de rejeicao aguda, e da nefropatia crénica do
transplante com a sua etiologia multifactorial,
ressalta um elemento comum, a apoptose ou
morte celular programada, e dos potenciais
mecanismos implicados no seu processa-
mento?. O rim transplantado reune neste dominio
condicdes excepcionais para o estudo deste
fendmeno, que tanto pode interferir como ele-
mento nocivo se afectar células nobres, ou
benéfico e regulador fisioldgico, se porventura
actuar destruindo células disfuncionais®*. Ora
este balancgo biolégico parece estar patente,
embora com traducdo diversa, tanto no rim
afectado por um sofrimento agudo, como no rim
afectado pela patologia multifactorial que carac-
teriza o sofrimento crénico*.

A susceptibilidade de uma célula a apoptose
€ influenciada pelo ambiente extracelular e pela
expressao e actividade de proteinas intrace-
lulares que sdo reguladoras do fendmeno
apoptoético®. As “familias” de proteinas regula-
doras da apoptose incluem os receptores de
morte celular (sensores para estimulos letais)
como a citocina FasL que interage com o recep-
tor Fas (complexo FasL/Fas)®®. As proteinas
Bcl2, compreendendo membros proé-apop-
téticos (Bax) e anti-apoptdéticos como a BclxL,
€ as caspases como caspase 3, que sdo molé-
culas efectoras intracelulares da apoptose'®'2.

No presente trabalho procuramos contribuir
para a compreensao do fendmeno apoptoético
no rim transplantado, através de uma meto-
dologia que nao encontramos publicada até ao
momento. Esta forma de abordar o tema
permitiu-nos fazer algumas reflexdes que tradu-
zem a nossa visao pessoal sobre o assunto.
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OBJECTIVOS

Os objectivos desta investigagao consistiram
em avaliar a importancia e o significado do
fendbmeno apoptoético no transplante renal,
mostrando as alteragdes histomorfolégicas
tipicas de necrose tubular aguda, de rejeigao
aguda e da nefropatia crénica do transplante.

Com base nos referidos quadros anatomo-
clinicos procedeu-se a investigacao tentando
dar resposta as seguintes questdes:

1- Identificar as células neo-expressando
moléculas envolvidas na actividade celular pro-
apoptética (Fas, FasL e caspase 3) e anti-
apoptotica (Bclxl).

2- Qual a eventual relacdo entre a neo-
expressao daquelas moléculas e as alteracdes
estruturais encontradas no tecido renal ?

3- Interpretar o papel dos fendmenos pro-
apoptético e anti-apoptdético no contexto das
alteragbes agudas e crénicas do transplante
renal.

INDIVIDUOS E METODOS
| - Disfungao aguda do transplante

Nesta parte da investigagdo foram anali-
sadas as bidpsias de vinte rins transplantados
(com numero de glomérulos igual ou superior a
10), realizadas entre a 12 e a 3% semana apos a
transplantacédo e divididas em dois grupos
representativos de cada diagndstico histopa-
tolégico (Grupo A - necrose tubular aguda - 10
casos; e Grupo B - rejeicdo aguda, Tipo la
segundo os critérios de Banff - 10 casos)™. A
biépsia foi motivada por disfuncédo primaria do
enxerto no Grupo A, e o agravamento da fung¢ao
ou disfungdo secundaria no Grupo B. A data da
sua realizacao e nos casos de necrose tubular

aguda, a creatinina sérica variou entre 2,5 mg/
dl e 3,6 mg/dl (m =2,9 mg/dl+ 0,4 mg/dl) e nos
casos de rejeigdo aguda variou entre 2,7 mg/d|
e 1,9mg/dl (m=2,1mg/dl + 0,3 mg/dl). Nao foram
incluidos doentes com diabetes mellitus.

Em qualquer dos grupos grupos (A e B) a
imunossupressao inicial consistiu na asso-
ciacao Ciclosporina(8mg/kg) + Azatioprina (2m/
kg) + Metilprednisolona (5mg/Kg) e ndo existiam
diferencas valorizaveis no respeitante ao tempo
de isquémia fria, a técnica cirurgica utilizada,
ao n° de incompatibilidades entre dador e recep-
tor e ao tipo de medicacao de suporte (hidra-
tacao parentérica, diurético, antibioterapia, antia-
gregante plaquetar).

Il - Nefropatia créonica do transplante

Neste grupo foram seleccionadas dez bié-
psias de transplante renal (com numero de
glomérulos igual ou superior a 10), com o diag-
néstico histopatoldgico de nefropatia crénica do
transplante (Grau lla segundo os critérios de
Banff)'®. A biopsia foi realizada entre 0 12° e 22°
meses (m=16+4meses) apés a transplantagao,
e a creatinina sérica nestes doentes variou en-
tre 1,7 mg/dl e 4mg/dl (m=2,6mg/dl). Ndo foram
incluidos doentes com diabetes mellitus.

A imunossupressao inicial neste grupo
consistiu também na associagao Ciclosporina
(8mg/kg) + Azatioprina (2m/kg) + Metilpred-
nisolona (5mg/Kg), ndo existindo diferencas
valorizaveis no respeitante ao tempo de isqué-
mia fria, a técnica cirurgica utilizada, ao n° de
incompatibilidades entre dador e receptor, nivel
médio da ciclosporinémia e ao tipo de medi-
cacao de suporte (hidratagao parentérica, diu-
rético, antibioterapia, antiagregante plaquetar,
anti-hipertensor).

Todas as bidopsias com o diagnéstico histo-
patoldgico (através das técnicas convencionais
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de microscopia 6ptica - H&E, PAS e tricrémico
de Masson) de necrose tubular aguda, rejeigao
aguda e de nefropatia crénica do transplante,
foram processadas também para imunohis-
toquimica através da técnica das imunopero-
xidases (método streptavidina-biotina/HRP).
Nesta, foram utilizados como primario, os
anticorpos monoclonais anti Fas (CD 95-Apo
A1/Fas — DAKO, ref. M 3553), anti Fas L (CD95
L — DAKO, ref. Mb 1098-S0O), o anticorpo poli-
clonal anti-caspase 3 (cpp 32 — DAKO, ref. A
3537) e o0 anticorpo monoclonal BelxL (Zymed,
ref. 18-0217).

Nestas observacodes foi efectuada uma ana-
lise qualitativa das células que evidenciavam
marcagao pelo anticorpo aplicado, e uma analise
semiquantitativa, aplicando neste caso um
“score” graduado de 0 a 4 consoante a percen-
tagem de células marcadas (0-0%, 1-25%, 2-
50%, 3-75%, 4-100%). Em cada fragmento de
biopsia foram efectuadas 6 leituras, sempre no
sentido cortico-medular, utilizando uma amplia-
céo de 200x (microscépio Nikon) e abrangendo
a contagem de cerca 100 tubulos e 100 células
do intersticio (para os casos de rejei¢gao aguda
e nefropatia crénica); nos glomérulos consi-
derou-se o mesmo “score” 0-4, consoante o n°
de glomérulos evidenciando células marcadas.
As observacées foram efectuadas sempre pelo
mesmo observador e comparadas com a ex-
pressao em rim normal.

RESULTADOS
| - Rim Normal

Com o anticorpo anti-FasL observou-se uma
marcacao citoplasmatica e dispersa de células
do epitélio tubular proximal e distal, sem envol-
vimento das células do intersticio, glomérulos
ou vasos. Com o anticorpo anti-Fas observou-

se a auséncia de qualquer marcacéao celular.
Com o anticorpo anti-caspase-3, observou-se
somente a marcacao dispersa de células do
epitélio tubular proximal e distal. Com o anti-
corpo anti-Bclxl observou-se uma marcagao
assinalavel dos tubulos proximais e também,
embora com menor intensidade dos tubulos dis-
tais, sem envolvimento das células do intersticio,
glomérulos ou vasos.

Il - Disfungado aguda do transplante
Necrose Tubular aguda

Com o anticorpo anti-FasL observou-se uma
acentuacao da marcacao citoplasmatica das
células do epitélio tubular proximal, sem envol-
vimento de outras estruturas. Com o anticorpo
anti-Fas observou-se também uma intensa
marcagao citoplasmatica, sobretudo justa-ba-
sal, das mesmas células. Com o anticorpo anti-
caspase - 3 observou-se uma acentuacao da
marcagao citoplasmatica das células do epitélio
tubular (proximal e distal), sem envolvimento de
outros elementos celulares. Com o anticorpo
anti-Bclxl, observou-se uma marcagao variavel
das células dos tubulos proximais e distais, na
razao inversa do grau de atrofia tubular.

Rejeicao Aguda

Com o anticorpo anti-FasL observou-se a
marcacao de bastantes células do infiltrado
celular intersticial (mononucleares) bem como
das células do epitélio tubular proximal, adjacen-
tes a estas zonas. O anticorpo anti-Fas marcou
somente e de forma intensa as células do epi-
télio tubular proximal, sobretudo nas zonas com
maior intensidade de infiltrado celular intersticial.
O anticorpo anti-caspase-3 apresentou uma
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marcacao citoplasmatica das células do epitélio
tubular proximal e distal bem como uma marca-
¢ao acentuada de algumas células mononu-
cleares nos ninhos de infiltrado celular intersticial.

Com o anticorpo anti-Bclxl, observou-se uma
marcacao variavel das células dos tubulos pro-
ximais edistais, na razao inversa do grau de lesao
tubular, mas também de algumas células infil-
trantes do intersticio e de algumas células glo-
merulares (epiteliais e mesangiais).

No quadro | apresentam-se os resultados
das leituras/contagens efectuadas em rim
normal(RN), nos rins com necrose tubular
aguda(NTA) e nos rins com rejei¢ao aguda(RA),
respectivamente, com os anticorpos anti - FasL,
anti-Fas, anti-caspase-3 e anti-BclxI.

lll - Nefropatia cronica do transplante

Com o anticorpo anti-FasL observou-se a
marcacao das células do epitélio tubular proxi-
mal e distal nas zonas mantendo ainda
integridade do tecido. O anticorpo anti-Fas
marcou também, e de forma mais intensa, as
células do epitélio tubular proximal nas zonas
mantendo ainda integridade tecidular. O
anticorpo anti-caspase-3 apresentou uma
marcacao citoplasmatica das células do epitélio
tubular proximal e distal bem como uma mar-

Quadro I
FasL Fas casp.3 Belxl
T|1|T|TI|T|I|T|I|G
N 1{ojofo|1[0|2|0]0
NT|2|0|4|0[3]0|3[0]|O0
RA|(3 (2 |3]|0]|3 ]33 ]|1]1

N=rim normal ; NT= necrose tubular aguda; RA= rejei¢ao aguda
* T- células tubulares; I - células intersticiais; G - células
glomerulares (percentagem de tbulos, células intersticiais e
glomérulos marcadas pelos anticorpos - 0-0%, 1-0-25%, 2-25-
50%, 3-50-75%, 4-75-100%)

cacao, embora discreta, tanto de células glo-
merulares (epiteliais e mesangiais) como de
algumas células do intersticio. Com o anticorpo
anti-Bclxl, observou-se uma marcagao variavel
das células dos tubulos proximais, na razao
inversa do grau de lesao tubular, e a marcagao
de algumas células glomerulares (mesangiais
e epiteliais) e do infiltrado intersticial.

No quadro Il apresentam-se os resultados
das leituras/contagens efectuadas em rim
normal(RN) e nos rins com nefropatia crénica
do transplante(NC), respectivamente, com os
anticorpos anti - FasL, anti-Fas, anti-caspase-
3 e anti-Bclxl.

DISCUSSAO

Tanto quanto se sabe actualmente, na
transplantagao do rim como em outros tecidos,
a resposta imuno-inflamatdria desencadeada
pelo contacto entre células com caracteristicas
genéticas diferentes, desencadeia uma cascata
de fendbmenos bioldgicos complexos, com uma
dindmica muito aproximada a resposta do
organismo a um qualquer estimulo invasivo'.

A interacgao antigénio-anticorpo provoca a
activacao de fenémenos em cascata multidirec-
cional, que estimulam as principais unidades
celulares integrantes do rim (endotélio; células

Quadro II

Casp 3
T|1|T|IT|T|I|G|T|I|G
N|(1|]O|O[O|L1|O]|]O|2]0]0O
NC|(1|O|3 |03 |1 |1]|3]1]1

N= rim normal; NC= nefropatia cronica do transplante
T- células tubulares; I células intersticiais; G - células glomerulares
(percentagem de tubulos, células intersticiais ¢ glomérulos marcados

pelos anticorpos - 0-0%, 1-0-25%, 2-25-50%, 3-50-75%, 4-75-100%)
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do epitélio tubular; células do glomérulo, células
intersticiais), e provocam a neo-expressao de
uma espantosa multiplicidade de moléculas,
também com uma actividade autécrina e
paracrina, que contribuem para o fendmeno
potencial da rejeigcao™ . Neste ambito é tam-
bém de sublinhar o papel do fendmeno-isquémia
do tecido renal, bem ilustrado nos estudos
sobre os efeitos da hipdxia e da reperfusdo no
rim, e que vem adicionar a problematica da
interacgédo antigénio-anticorpo factores pato-
génicos muito importantes’. Este eflivio mo-
lecular desempenha pois um papel muito activo
nas formas de destruicdo aguda ou mais ou
menos insidiosa das células nativas do rim,
originando na resposta final a produgdo mais
ou menos activa de colagénio e de outras pro-
teinas da matriz extracelular'’-1°,

As particularidades da disfungdo aguda e
cronica do enxerto assentam basicamente na
natureza do estimulo dominante (rejeicao e/ou
isquémia) e na rapidez, na intensidade e na
duragao que envolve todo o processo. Actual-
mente também nao é possivel abordar a pato-
génese da nefropatia cronica do transplante sem
referir a importancia fundamental, para além dos
fendmenos de rejeicao cronica, dos factores co-
morbidos como a hipertenséao arterial, a hiper-
filtragdo glomerular, a proteinuria, a dislipidémia,
a hiperglicémia, e a toxicidade de farmacos
como os inibidores da calcineurina que contri-
buem, em conjunto, para o processo degene-
rativo do rim transplantado?.

Em qualquer das situagdes (disfuncao
aguda ou crénica) deparamos com um maior
ou menor indice de morte celular por necrose
ou por apoptose traduzindo a forma inata de
como o tecido sofre e “procura” o seu ponto de
equilibrio biolégico face a agressao de que é
alvo. Todavia, e tal como foi referido anterior-
mente, se este fendmeno (apoptose) pode ser
benéfico quando envolve células indesejaveis,

também pode ser prejudicial, se atingir células
nobres do rim. No primeiro caso inscreve-se a
importancia do conceito de imunotolerancia, no
segundo, sabe-se actualmente que é possivel
estabelecer também uma relacao entre o
desaparecimento das células e o aumento da
matriz extracelular?!22,

Como ja referimos a susceptibilidade de uma
célula a apoptose ¢ influenciada pelo ambiente
extracelular e pela expressao e actividade de
proteinas intracelulares que séo reguladoras do
fendmeno apoptético®. As “familias” de protei-
nas reguladoras da apoptose incluem os recep-
tores de morte celular (sensores para estimulos
letais) tendo sido por nés estudado o complexo
FasL/Fas; as Bcl2, compreendendo membros
pro-apoptéticos e anti-apoptéticos, tendo sido
aqui estudada a molécula anti-apoptética Belxl;
e as caspases, que sao moléculas efectoras
intracelulares da apoptose, tendo sido por nés
estudada a caspase 3.

Antes de mais torna-se indispensavel referir
que esta investigacao envolveu a detecgéo da
neo-expressado de algumas moléculas que
desempenham um papel crucial nos principais
mecanismos que conduzem a apoptose, e nao
na apoptose propriamente dita. Este facto
condiciona basicamente a interpretacao das ob-
servacgdes efectuadas pois s6 podemos ficar
pela presuncao do “acontecimento” apoptético,
todavia, é preciso sublinhar que mesmo a téc-
nica especifica para deteccdo de células em
apoptose (TUNEL) nao é infalivel, reconhe-
cendo-se a probabilidade de muitos falsos
positivos e negativos®.

Em seguida passamos a fazer a anédlise
comparativa da expressao encontrada para
cada uma das diferentes moléculas nos trés
quadros anatomo-clinicos que foram estudados
neste trabalho (necrose tubular aguda, rejeicao
aguda e nefropatia crénica do transplante).
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Complexo FasL/Fas

A molécula FasL é neo-expressa pelas
células infiltrantes (monucleares) do intersticio
e representa, ao ligar-se ao receptor Fas ex-
presso pelas células tubulares, um dos meca-
nismos classicos mais importantes de “igni¢ao”
do processo de apoptose, desencadeando a
activagao sequencial intracelular da cascata das
caspases®. A este nivel também se encontra
descrito um outro mecanismo de activacao
intracelular das caspases, que nao necessita a
interaccado com o receptor Fas e que envolve o
complexo perforina-granzyma?.

Nos quadros observados de disfungao aguda
(necrose tubular aguda e rejeicado aguda do
transplante) observamos a expressao prepon-
derante das moléculas FasL e Fas nas células
tubulares, enquanto a molécula FasL s6 foi ob-
servada nas células mononucleares do inters-
ticio na rejeicdo aguda. Estas observagao levam-
nos a concluir que a morte celular por apoptose
na rejeicdo aguda, podera ser processada
através do complexo FasL/Fas, enquanto que
na necrose tubular aguda a apoptose parece
ser activada também através estimulagao do
receptor Fas, mas de forma independente da
intervencdo da molécula FasL. Este facto
sugere, que a hipdxia associada ao fendomeno
isquémico na necrose tubular aguda, possa
constituir um estimulo de indugcdo da neo-
expressao do receptor Fas nas células tubulares.

Na nefropatia crénica do transplante
observou-se uma discreta expressao da molé-
cula FasL e uma expressao marcada da molé-
cula Fas nas células tubulares, sem partici-
pacao das células intersticiais ou glomerulares.
Esta observacao leva-nos a presumir que a
morte por apoptose neste tipo de nefropatia, seja
essencialmente mediada pela hipdxia tecidular
(isquémia) acompanhante de outros factores
co-morbidos que estimulam directamente

aquele receptor celular. Neste contexto torna-
se provavel a hipétese de existir uma relagao
directa entre apoptose e o aumento da matriz
extracelular/fibrose intersticial que caracteriza
a nefropatia crénica do transplante.

Caspase 3

De salientar a expressao espontanea e
moderada no epitélio tubular proximal e distal
em rim normal, tal como anteriomente descrito
por outros autores e reflectindo, provavelmente,
um “turn-over” fisiolégico destas células?.

Ja nas formas de disfungao aguda (necrose
tubular aguda e rejeicado aguda) a expressao
desta molécula surge somente ao nivel das
células tubulares na necrose tubular aguda, e
simultaneamente nas células tubulares e inters-
ticiais nos casos de rejeicao aguda. Este facto
podera significar que a activagao desta molécula
é crucial para a apoptose das células tubulares,
tanto na necrose tubular aguda como na rejei¢cao
aguda, mas assume particular importancia,
quando é expressa pelas células infiltrantes do
intersticio s6 nos casos de rejeigdo aguda. Nao
¢é facil interpretar este fendmeno mas pensa-
mos que podera estar relacionado com as
seguintes hipoéteses: 1 - “exploséo” da actividade
citotéxica (com transcricdo multipla de pro-
teinas), e portanto de agressividade celular; 2 -
Podera tratar-se de um processo de inducao
apoptético directo e independente da activagao
do receptor Fas conforme ja anteriomente
descrito®. Se no primeiro caso este fendmeno
poderia estar relacionado com a agressividade
do processo de rejeicao e portanto ser um fac-
tor nocivo, no segundo, podera corresponder a
regressao da actividade imuno-inflamatéria com
morte das células intersticiais activadas, e por-
tanto um factor benéfico para o tecido trans-
plantado.
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Na nefropatia crénica do transplante verifi-
camos uma expressao significativa de caspase
3 nas células tubulares proximais remanes-
centes, com intensidade sobreponivel a encon-
trada na rejeigdo aguda e coexistente com a
estimulagao do receptor Fas. Nestas circuns-
tancias, a auséncia de envolvimento de FasL,
que pudemos constatar, podera significar que
a apoptose devera ter um mecanismo indepen-
dente da mediacgao pelas células infiltrantes do
intersticio e que, possivelmente, seja desenca-
deado pelo préprio fendmeno isquémico.

Na nefropatia crénica as células do inters-
ticio, ao invés da rejeicdo aguda, apresentaram
uma marcacao discreta de caspase 3, subli-
nhando a importancia discreta da apoptose
nestas células. Por outro lado é de referir o
aparecimento de células glomerulares expres-
sando também discretamente esta molécula o
que, como referimos, na auséncia de expressao
da molécula Fas, podera significar o primeiro
estigma de apoptose no compartimento
glomerular. Este facto podera sugerir a hipétese
de uma relagao entre a apoptose das células
glomerulares e o aumento da matriz mesangial,
prenunciadora da esclerose glomerular.

BclxL

De salientar que foi encontrada uma ex-
pressao espontanea deste marcador nas
células tubulares do rim normal, traduzindo
provavelmente a capacidade de defesa ima-
nente nestas células'?. Esta expressao au-
menta em intensidade face a agressao pato-
geénica, e s6 esta patente ao nivel das células
que conservam ainda a sua integridade morfo-
funcional. Tratando-se de uma molécula com
uma actividade fundamentalmente anti-apop-
tética podemos equacionar trés hipoteses: 1 -
a sua intervengao podera ser benéfica nas si-

tuacdes em que a apoptose se afigura prejudi-
cial (necrose tubular aguda); 2 - a sua inter-
vengao podera ser nociva nos casos em que a
apoptose funciona como fenédmeno regulador
da proliferagdo celular (rejeicdo aguda ou
cronica); 3 - a sua intervengao podera traduzir
uma forma de defesa celular face a agressao
(qualquer que seja 0 mecanismo indutor).

Nos casos de necrose tubular aguda e de
rejeicao aguda, reflectindo portanto um marcado
sofrimento celular tubular, embora motivado por
mecanismos diferentes, observou-se uma neo-
expressao acrescida deste marcador, o que nos
leva a supbr tratar-se de um mecanismo mo-
lecular activado pela célula face a uma agres-
sdo. A expressao discreta mas presente ao nivel
das células do intersticio e dos glomérulos, nos
casos de rejeicao aguda e crénica, podera
traduzir também um mecanismo de defesa
destas células naquela situagdo. Nao nos é
possivel, com os resultados de que dispomos,
estabelecer com rigor qualquer correlagao
positiva ou negativa relativamente aos resul-
tados com outros marcadores.

Na nefropatia cronica do transplante a neo-
expressao da molécula BclxL foi sobreponivel
a encontrada na rejeicao aguda, traduzindo
provavelmente o mesmo fendmeno de defesa/
proteccao celular. Assim sendo, a intensidade
da expressao encontrada, que aparentemente
varia na razao inversa do grau de lesao tubular,
podera corresponder a perda da capacidade de
defesa/proteccao funcional destas células.

Correlagao anatomo-clinica

Com base nas observagdes efectuadas, e
quando se cruzam os valores analiticos da
funcdo do enxerto com a maior ou menor
intensidade da expressdo das moléculas
estudadas, consideramos ser de salientar a
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impressao deixada nos seguintes casos: 1 - a
expressédo tubular de Fas na necrose tubular
aguda (Fig.1); 2 - a expressao de caspase 3
pelas células infiltrantes do intersticio na rejeicéo
aguda(Fig.2).

CONCLUSOES

E um facto que qualquer trabalho de inves-
tigacao, e em particular nesta area, se defronta
com extraordinarias dificuldades (incluindo as
nossas proprias) que nao permitem senao
aproximarmo-nos de probabilidades. E aqui as
questdes primordiais continuam a colocar-se:
Qual é o motivo que move a célula a “optar”
morrer por apoptose ou por necrose no tecido
submetido a agressao?; podera tratar-se de um
processo adquirido no genoma, ao longo de
milhares de anos, no sentido da preservagao
do tecido a que pertence?; podera pois tratar-
se de um mecanismo regulador/modulador dos
“excessos” biolégicos?.

As nossas observagdes ajudam a consolidar
a ideia de que no rim transplantado a apoptose
podera desempenhar um papel importante na

Fig. 1: Expressdo de Fas (CD 95-Apo Al/Fas) ao nivel das
células tubulares, na necrose tubular aguda (x200).

deleccao de diversas células do tecido renal,
nomeadamente das células do epitélio tubular,
submetido a um sofrimento agudo ou crénico.
A este nivel, a apoptose podera ser mediada
pelas moléculas Fas e caspase 3, através do
estimulo constituido pelo ambiente hipdxico do
tecido isquémico na necrose tubular aguda e/
ou do fenémeno inflamatério na rejeicao aguda
ou da etiologia multifactorial na nefropatia
cronica.

Na rejeicao aguda aintervengéo da molécula
FasL, expressa nas células infiltrantes do
intersticio, devera funcionar como activador da
molécula receptora Fas nas células tubulares.
A expressao de caspase 3 pelas células do
intersticio, e sobretudo nos ninhos de infiltrado
inflamatério da rejeicdo aguda, podera estar
relacionada com a intensidade da actividade
inflamatdria e proliferativa daquele processo.

A neo-expressao da molécula BclxL reflecte,
provavelmente, a mobilizacdo dos mecanismos
de proteccao da célula, face aos mecanismos
indutores de apoptose. Com efeito encontramo-
-la tanto nas formas de sofrimento agudo como
crénico ao nivel das células tubulares e do
intersticio, e uma expressao ainda que incipiente

. _‘

Fig. 2: Expressdo de caspase 3 (cpp32) ao nivel das células
inflitrantes do intersticio, na rejei¢ao aguda (x200).

176

Revista Portuguesa de Nefrologia e Hipertensao



ESTUDO DA APOPTOSE NA TRANSPLANTACAO RENAL

ao nivel glomerular na nefropatia crénica, suge-
rindo o estigma da agressdo num sector onde
também sé a caspase 3 havia sido identificada.

Neste estudo, nao foi possivel estabelecer
qualquer correlagao objectiva entre a expressao
da BclIxL (anti-apoptética) com a maior ou menor
intensidade da neo-expressao de marcadores
pro-apoptoticos (FasL/Fas e caspase 3).Da
mesma forma, nao foi possivel estabelecer qual-
quer relagao entre a expressao de marcadores
pré ou anti-apoptéticos com a maior ou menor
intensidade das alteragdes da matriz extrace-
lular (fibrose/esclerose) sobretudo nos casos
de nefropatia cronica do transplante.

Face aos conhecimentos actuais e com base
nas nossas préprias observagdes, o significado
bioldgico da apoptose podera ser equacionado
em duas possiveis perspectivas, porventura
complementares: podera tratar-se de um fené-
meno colectivo e de sintonia celular em cada
tecido, com o “objectivo” de modular a sobre-
vivéncia das células, sempre com o objectivo
da sua preservacgao (tecido) face a uma qualquer
agressao; ou consistir num fendémeno individual
e intrinseco a cada célula, capacitando-a para
se autodestruir isoladamente, caso sejam
ultrapassados os seus limites de adaptacéao
(“point of no return”).

Numa situagao artificialmente criada pelo
Homem como é o acto da transplantacéo, esta-
mos certamente a contribuir para “baralhar” a
Mae Natureza, todavia, estamos convictos de
que Ela vai continuar a surpreender-nos...

Trabalho subsidiado pela Comissdo de Fomento
da Investigagdo em Cuidados de Saude (projecto n°

103/2001)
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