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RESUMO 

 

Introdução: A qualidade da conservação obtida em um órgão e a duração do 

armazenamento seguro são dependentes do tipo de solução e tempo de conservação, 

estando sujeitas a intercorrências imprevisíveis. Em virtude disso, o parênquima renal e, 

particularmente, o túbulo contornado proximal (TCP), local onde ocorre necrose tubular 

aguda (NTA), são susceptíveis às mudanças na homeostase funcional do órgão, durante a 

conservação e durante a reperfusão pós-implante. O TCP reabsorve cerca de 70% de Na+ e 

H2O filtrados; sua membrana apical tem células especializadas com microvilosidades para 

aumentar a área de transporte unidirecional de solutos do lúmen para o sangue. O principal 

componente estrutural da bordadura em escova, filamentos de F-actina, interage com uma 

variedade de proteínas transmembranas, inclusive moléculas transportadoras de íons.  

Esta função é regulada por parâmetros fisiológicos e hormonais, sendo a Angiotensina II 

(AII) uma das principais envolvidas com o citoesqueleto de actina e proteínas associadas, 

mediada principalmente por seus receptores AT1. 

Métodos: Neste trabalho, túbulos isolados de fragmentos frescos e de fragmentos 

conservados por períodos de 1 e 24h nas soluções de Euro - Collins (ECO) e de Belzer 

(UW) foram tratados com AII, losartan e AII+losartan, para medida do volume de absorção 

de fluido (Jv=nl. min_1. mm-1 (microperfusão in vitro), e medida da intensidade (média) de 

pixel da fluorescência dos receptores AT1 e do citoesqueleto de actina (imunoistoquímica). 

Resultados: a) Demonstrou-se que AII (10-12M) estimula absorção fluida (Jv),  

que é diminuída com losartan (10-6M) em TCP frescos e também em TCP conservados em 

soluções de ECO 1h e UW 1-24h. Em túbulos conservados 24h em ECO, não houve 

absorção de fluidos. b) A média da intensidade de pixel de fluorescência dos receptores 

AT1 em túbulos frescos (sem conservação) apresentou discreta variação entre os grupos 

não estatisticamente significante. Em túbulos conservados 1h com ECO e UW, a média da 

intensidade de pixel de receptores AT1 estava aumentada no grupo sem drogas, quando 

comparados aos tratados com AII, losartan e AII+losartan. Entretanto, em túbulos 
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conservados 24h, ambas as soluções, houve aumento na média de intensidade do pixel de 

receptores AT1, no grupo tratado com AII, quando comparados aos demais grupos.  

c) O citoesqueleto de actina em túbulos frescos (sem conservação) não mostrou variação 

estatisticamente significante na média de intensidade de pixel entre os grupos (AII, losartan 

ou AII+losartan). No entanto, verificamos uma maior coesão entre os filamentos de actina 

de túbulos tratados com AII. A distribuição dos filamentos de actina em túbulos 

conservados em ECO 1h e UW 1 e 24h, mostrou-se uniforme, sem diferenças entre os 

grupos. Entretanto, em túbulos conservados em ECO 24h (tratamentos AII, losartan, 

AII+losartan) foi verificada alteração do citoesqueleto de actina. 

Conclusão: Baseados nestes dados, verificamos que, na conservação do TCP realizada por 

tempo reduzido, as diferenças na composição das soluções escolhidas não acarretaram 

alterações estatisticamente significantes na capacidade de absorção de fluidos,  

na distribuição dos receptores AT1 e no citoesqueleto de actina. Porém, quando o tempo de 

conservação é estendido, a composição da solução utilizada no processo, interfere na 

qualidade da conservação, acarretando alterações no citoesqueleto de actina, determinando 

alterações que poderiam implicar em mudanças na função absortiva, sendo que a solução de 

UW mostrou o melhor desempenho nestas condições experimentais. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: Depending on the preservation quality and duration, considering the solution 

composition and the preservation method, unexpected intercurrences may occur.  

In consequence, the renal parenchyma and particularly the proximal convoluted tubule 

(PCT), site where the acute tubular necrosis (NTA) occurs, are susceptible to changes in the 

organ functional homeostasis during preservation in the post implantation reperfusion 

period. The PCT reabsorbs approximately 70% of filtered Na+ and H2O, and its apical 

membrane has specialized cells with microvilli to increase the area of unidirectional solute 

transport from the lumen to the blood. The major structural component of brush border 

microvilli is the filamentous F-actin, which has been shown to interact with a variety of 

transmembrane proteins, including ion transport molecules. This function is regulated by 

physiological and hormonal parameters, such as angiotensin II (AII) interacting with actin 

cytoskeleton and associated proteins, mediated mainly through type I receptors (AT1R). 

After via different signaling pathways having been triggered, the varied functions are 

started, including fluid absorption (Jv), which is directly related to the actin cytoskeleton. 

Methods: Fresh (no preserved) and tubules preserved for 1h and 24hrs in Euro-Collins 

(EC) and Belzer (UW) solutions, treated with AII, losartan and AII+losartan, evaluated by 

“in vitro” microperfusion technique (fluid absorption (Jv=nl. min-1. mm-1), and by 

immunohistochemical technique (AT1 receptor measurement and actin cytoskeleton). 

Results: a) Our results showed that AII (10-12M) (physiological concentration) stimulates 

fluid absorption (Jv), which is reduced with losartan (10-6M) in fresh PCT, such as PCT 

preserved for 1h in EC and for 1-24hrs in UW solutions. There was no fluid absorption 

(Jv≤0) in tubules preserved for 24hrs in EC solution. b) The mean fluorescence intensity of 

pixel of AT1 receptors in fresh tubules (no preserved) showed discreet changes while using 

drug treatments; however, these differences were not statistically significant. In tubules 

preserved for 1h in EC and UW, the mean fluorescence intensity of pixel of AT1 receptors 

increased in the group with no drug treatment, when compared with tubules treated with 

AII, losartan and AII+losartan. However, the mean pixel intensity of AT1 receptors in 
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tubules preserved for 24hrs in both solutions increased in those treated with AII,  

when compared with other groups, control group, losartan and AII+losartan. c) When we 

examined actin cytoskeleton of fresh tubules (no preserved), comparing groups with no 

drug treatment and those treated with AII, losartan or AII+losartan, we verified that the 

variation in the mean pixel intensity of actin cytoskeleton, there was no difference 

statistically significant. However, we verified a greater cohesion in the actin filaments in 

tubules treated with AII. In tubules preserved in EC for 1h and UW for 1-24hrs there was a 

uniform distribution of actin filaments. However, it was verified disorganization in all 

groups (AII, losartan, AII+losartan) in tubules preserved for 24hrs in EC solution, showing 

that the organ preservation in this solution was not adjusted. 

Conclusion: Based on these data, we verified that when PCT preservation was carried out 

for a reduced time (1h), the differences in the composition of the chosen solutions were not 

significant; however, when the preservation time was extended, the composition of the 

solution used in the process affected the preservation quality and altered the actin 

cytoskeleton, determining alterations that could imply in changes in its absorptive functions. 

The UW solution showed better performance in these experimental conditions. 
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1.1- Aspectos gerais 

De uma forma geral, o número de pacientes que espera pelo transplante renal 

vem subindo nos últimos anos e uma percentagem alta de rins doados nos centros de 

referência é oriunda de doadores em estado de morte cerebral. Estes órgãos provêm de 

situações caracterizadas por instabilidade hemodinâmica, com aporte de grande quantidade 

de catecolaminas que contribuem para alterações na circulação e no sistema imune.  

Desta forma, também poderão ocorrer complicações em razão do estado nutricional do 

doador, restringindo a capacidade funcional pós-transplante (1-3). 

O procedimento de coleta do órgão começa com um período de isquemia 

quente que se refere ao período desde a parada da circulação para o rim e o início da 

armazenagem fria, temperatura de 0-4ºC, quando o órgão é resfriado com uma solução de 

perfusão fria ainda no doador, ou após a retirada, e termina quando o tecido atinge a 

temperatura fisiológica após os procedimentos do implante. No caso do doador em morte 

encefálica que, obrigatoriamente, a perfusão com solução gelada (0-4ºC) começa in situ, 

este período é praticamente igual a zero. No caso do doador vivo, o período entre o 

pinçamento dos vasos renais, retirada do rim e o início da perfusão com solução é de menos 

de dois minutos. Entretanto, se houver necessidade de transferência para outras localidades, 

este órgão será exposto a uma maior isquemia fria, elevando as chances de maiores danos 

ao tecido renal (4-7). 

Após a implantação no receptor, o rim ainda sofrerá os efeitos da reperfusão, 

com o restabelecimento da circulação sangüínea e o aporte de oxigênio, o que é prejudicial 

tanto quanto a própria isquemia e hipóxia, conforme demonstrado por diversos trabalhos 

nesta área (8, 9). 

Além da lesão isquêmica e risco de insuficiência renal aguda (IRA), 

comumente chamada de “necrose tubular aguda” (NTA), os danos isquêmicos podem 

iniciar inflamação e desencadear mecanismos de rejeição do enxerto, com infiltração de 

células T e dendríticas. A NTA é o processo de lesão mais comum achado em enxerto renal 

no início do período pós-transplante, mascarando, freqüentemente, os sinais de outras 

alterações que acontecem em transplantes de rins, tais como a ativação do sistema imune e 

a maior sensibilização à nefrotoxicidade pelas drogas imunossupressoras (10-13). 
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A isquemia e a reperfusão também contribuem para os danos não imunológicos 

que complicam o transplante renal, e elevam os níveis intra-renais de Angiotensina II (AII) 

no período pós-reperfusão geralmente associado com redução da taxa de filtração 

glomerular pela ativação da vasoconstrição intra-renal, embora a literatura mostre que 

nestas circunstâncias, a capacidade de resposta à AII esteja diminuída e a intensidade de 

receptores AT1 esteja aumentada no túbulo contornado proximal (TCP) (14). 

Assim, durante a coleta, estocagem e implante, muitos fatores determinam a 

viabilidade futura do órgão, devendo ser levados em consideração a origem do órgão a ser 

implantado, o tipo de solução escolhida e seus componentes, assim como o tempo 

envolvido no processo. Sendo esses fatores, os principais responsáveis pelo aumento dos 

riscos de disfunções do enxerto, das taxas de mortalidade e da elevação de custos com os 

cuidados médicos, tornam-se necessários conhecimentos dos mecanismos envolvidos no 

período pós-conservação e pós-implante do órgão, para que estratégias corretas sejam 

adotadas durante estas intervenções, garantindo o sucesso do procedimento (8, 15-17). 

 

1.2- Conservação renal e hipotermia 

A conservação renal é um processo cujo objetivo é assegurar a viabilidade 

funcional do órgão a ser transplantado e garantir que este, ao ser perfundido e estocado com 

soluções balanceadas a frio, possa, de fato, ser conservado com as suas características 

funcionais, morfológicas e bioquímicas integrais (8, 15-20). 

Durante a remoção do órgão, é realizada uma perfusão vascular refrigerada para 

a remoção do sangue e impedir formação de coágulos e subseqüente obstrução da  

micro-vascularização e para permitir equilíbrio da temperatura da solução conservadora 

refrigerada com o tecido no início da estocagem (7, 17). 

O rebaixamento da temperatura visa inibir crescimento bacteriano, diminuir as 

necessidades metabólicas, inativar as reações mediadas pelas enzimas, diminuindo o uso de 

adenosina trifosfato (ATP). Entretanto, a hipotermia (e hipóxia) ocasiona efeitos colaterais 

que resultam em lesão celular, tais como: 
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Inibição da bomba de sódio, a Na+/K+ATPase (NAK) provocando: 

→Entrada de Na+ para o meio intracelular; 

→Entrada do Cl- extracelular por troca com o K+ e Mg2+ intracelular; 

→Acúmulo de H2O com aumento do volume da célula; 

→Aumento da concentração de íons Ca2+ no meio citoplasmático. 

 

Outras decorrências da hipotermia são: 

→Acúmulo de metabólitos, inclusive íons H+; 

→Alterações de fluidez de membranas, alterando permeabilidade; 

→Depleção de estoques de ATP; 

→Liberação de enzimas lisossomais e autólise; 

→Perda de fosfolípides de membrana; 

→Produção de espécies reativas de oxigênio; 

→Compactação de hemáceas remanescentes com obstrução e lesão vascular. 

 

Dessa forma, o entendimento dos fenômenos celulares envolvidos na 

manutenção das diferentes estruturas do néfron, tanto em condições-controle como em 

situações de agravo, é fundamental para o desenvolvimento de novos métodos de 

conservação renal, que proporcionem sucesso aos transplantes. 
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1.3- Soluções de conservação 

As soluções protetoras eletrolíticas e/ou coloidais são estéreis e apirogênicas 

para perfusão de órgãos, antes ou imediatamente após a colheita e para estocagem e 

conservação hipotérmica dos mesmos, no tempo que precede o transplante. 

Portanto, as soluções de conservação a frio devem ser capazes de minimizar o 

edema celular causado pela hipotermia, prevenir a acidose celular, evitar os danos celulares 

por espécies reativas do metabolismo do oxigênio e fornecer substratos energéticos para a 

regeneração de ATP durante a reperfusão (6-8, 15, 17). 

O desenvolvimento dessas soluções teve início na década de 60, a partir dos 

trabalhos de Belzer em transplante renal. Estas pesquisas abriram portas para o 

aperfeiçoamento de novas soluções de conservação. De 1970 até 1986, as soluções mais 

utilizadas diferiam-se pela composição eletrolítica e pela osmolaridade (iso ou  

hiper-osmolar): Collins, Euro - Collins (ECO), solução de citrato hipertônico (Marshall) 

foram as mais utilizadas (16). 

A solução de ECO foi introduzida em 1977 (Tabela 1), a partir de uma 

modificação da solução de Collins, realizada pela Organização de Eurotransplantes.  

O magnésio foi retirado da formulação desta solução em virtude da indução à formação de 

cristais de fosfato de magnésio durante o armazenamento a frio, o que gerava danos ao 

parênquima renal. Esta é uma solução do tipo intracelular padrão para conservação  

de rim (16).  

Em 1986, Belzer e Southard padronizaram uma nova e revolucionária solução, 

a solução de "Universidade de Wisconsin" (UW), contendo inibidores de edema celular, 

tampões eficientes e nutrientes que propiciaram um expressivo aumento no tempo de 

conservação de órgãos, possibilitando, inclusive, o transplante de modo eletivo e o 

transporte de órgãos a outras localidades, viabilizando a distribuição dos órgãos para os 

diversos centros transplantadores, tornando possível a captação de órgãos à distância  

(7, 8, 17, 20). 
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Nos últimos 20 anos foram desenvolvidas várias soluções dos tipos extra e 

intracelulares, assim classificadas de acordo com a concentração de Na+ e K+; dentre as 

soluções do tipo extracelular temos solução de Lyon (LYPS), solução de Celsior, solução 

Hospital St. Thomas (STH) e Universidade de Wisconsin (UW-1), que mimetizam o fluido 

extracelular com concentração de Na+ acima de 70mmol/L e K+ entre 5 e 30mmol/L. 

As soluções do tipo intracelular, dentre elas Universidade de Wisconsin  

(UW-2), solução Custodiol ou solução histidina-triptofano-cetoglutarato (HTK) e  

Euro - Collins (ECO), mimetizam o fluido intracelular, apresentando concentração de Na+ 

menor que 70mmol/L e K+ entre 30 e 125mmol/L. As soluções intracelulares têm baixa 

osmolaridade, o que permite a adição de impermeantes, porém a alta concentração de K+, 

também poderia gerar danos celulares (18, 19). 

A solução UW intracelular (Tabela 2) tem atividade osmótica mantida através 

de substratos inertes, como lactobionato de potássio e rafinose, que atuam prevenindo a 

hipopotassemia e o edema celular. A adição do hidroxi-etil-amido (HEA), substância 

coloidosmótica não antigênica, visa minimizar o edema intersticial deixando o vaso com 

um conteúdo celular coloidal, semelhante ao plasma. A glutationa e o alopurinol 

seqüestram radicais livres, a adenosina fornece substrato para a síntese de ATP.  

Estes constituintes tornam esta solução melhor estruturada para a manutenção da 

viabilidade celular (17, 20). 

A partir de 2002, a solução ECO deixou de ser comercializada nos  

Estados Unidos, mas na Europa e em países da África e da América do Sul, o seu uso tem 

sido mantido pela maioria dos grupos de transplante renal. Em razão do alto custo da 

solução UW, no Brasil, em situações em que apenas o rim será transplantado, a solução 

ECO continua sendo a escolhida, e a solução de UW utilizada principalmente na retirada 

múltipla de órgãos (6, 7, 11, 12). 
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1.3.1- Composição eletrolítica 

As soluções do tipo intracelulares são eficazes em impedir o edema celular.  

A troca dos líquidos entre os compartimentos celular, intersticial e vascular obedece ao 

equilíbrio de Donnan. A compensação entre cátions extracelulares (Na+) e ânions 

intracelulares (proteínas, aminoácidos) impede o edema celular. O uso de concentração 

elevada de K+ nestas soluções protege o compartimento intracelular em circunstâncias em 

que a Na+/K+ATP-ase é inibida (hipotermia). Nestas situações, a alta concentração de K+ da 

solução, impediria que o K+ intracelular passasse para o meio extracelular, por troca com o 

Na+ e o Cl- que entrariam na célula, gerando uma força osmótica que dirigiria o líquido para 

dentro da célula com formação de edema. No entanto, o uso de concentrações altas de K+ 

poderia causar disfunção endotelial que se caracteriza por diferenciação celular prejudicada, 

exibindo fenótipos com aumento da atividade mitótica, diminuição do contato intercelular, 

aumento da permeabilidade para macromoléculas e aumento da expressão de moléculas que 

induzem vasoconstrição, adesão e trombose (18, 19). 

O uso do Mg2+ nas soluções de conservação a frio teria efeitos benéficos devido 

à atividade vasodilatadora e de inibição metabólica que previne a perda intracelular de K+, 

inibindo o aumento deletério de Ca2+ intracelular, apesar de haver riscos de precipitação do 

Mg2+ no parênquima renal, como citado em experimentos utilizando a solução de Collins 

(20, 21). 

 

1.3.2- Capacidade de tamponamento 

Uma característica importante das soluções de conservação é a prevenção da 

acidose celular. Os tampões freqüentemente usados são: fosfato, histidina ou citrato.  

O tampão adequado é importante para impedir a acidose celular, evitando a ativação das 

fosfolipases com conseqüente lesão da membrana celular (22). 
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1.3.3- Impermeantes 

Os impermeantes são adicionados às soluções para neutralizar o edema celular 

causado pelas forças osmóticas intracelulares geradas por proteínas e ânions, e ficam 

distribuídos no espaço intravascular ou intersticial. Eles reduzem o edema celular, gerando 

uma força osmótica fora da célula. Os impermeantes eficazes em soluções de conservação 

são os açúcares e os ânions. A eficácia dos açúcares está relacionada ao tamanho da 

molécula. Pela ordem de tamanho, o mais eficaz é a rafinose (594 mW), a sacarose  

(342 mW), o manitol (182 mW) e a glicose (180 mW), cuja substituição por moléculas 

maiores, como a da sacarose, vem sendo estudada atualmente, apesar de sua discreta 

toxicidade. Se as moléculas de açúcares atravessarem a membrana, em quantidades 

razoáveis, poderão contribuir para o deslocamento das forças osmóticas do lado intersticial 

para o lado intracelular, levando ao edema celular. 

Embora o manitol também possa atravessar a membrana celular, continua sendo 

usado devido à sua ação final como removedor de espécies reativas de oxigênio (EROs). 

Os impermeantes não-sacarídeos reduzem o edema celular pela força 

eletroquímica. São ânions, tais como o citrato, o gluconato e o ácido lactobiônico.  

O tamanho e a carga determinam a eficácia destes ânions. O mais efetivo é o ácido 

lactobiônico (358 mW), que ligado ao K+ forma o lactobionato de K+, com ação 

antioxidante protegendo a membrana. Em seguida aparecem o cloreto e o ácido glucônico 

(23, 24). 

 

1.3.4- Colóides 

Em estocagem fria, a formação de edema intersticial durante a nefrectomia e a 

perda sanguínea in situ é impedida com a adição de colóides. No entanto, existem opiniões 

divergentes quanto à necessidade de seu uso nesta situação, porém seus efeitos benéficos 

são vistos no pós-transplante, após longo prazo de isquemia fria. 
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Desde que o amido (hidroxi-etil-amido) foi apontado como de menor 

toxicidade e importante componente para soluções de conservação, outros colóides, tais 

como dextranas e polietilenoglicol (PEG) também têm sido testados, mas sabe-se que estas 

substâncias não influenciam nos sistemas imunológico e de coagulação (25). 

 

1.3.5- Seqüestradores de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

A produção de EROs pode ser parcialmente prevenida pela inibição das 

enzimas que as produzem, assim a xantina oxidase, enzima geradora de precursores de 

EROs é inibida por alopurinol. Outra substância usada é a glutationa reduzida (GSH), 

tripeptídeo natural formado pelo ácido glutâmico, cisteína e glicina. O mecanismo principal 

envolvido na função específica de detoxificação de EROs é a oxidação de GSH reduzida a 

glutationa oxidada (GSSG), catalizada pela enzima glutationa peroxidase (GPx). 

Entretanto, a meia vida da GSH é limitada (oito dias a 4ºC) e, por esse motivo, deverá ser 

adicionada à solução de conservação apenas momentos antes de seu uso (26-28). 

 

1.3.6- Efeitos secundários de componentes 

Alguns componentes, além da função primária atribuída, têm um efeito 

secundário benéfico na conservação, impedindo danos ao órgão e mantendo sua 

viabilidade. 

→A histidina, além de tampão, tem ação impermeante e é inibidor de metaloproteinases 

(endopeptidases dependentes de zinco). É também quelante do cálcio, cujo aumento 

intracelular poderia provocar morte celular por vários mecanismos: ativação de 

proteases, formação de radicais livres, peroxidação de lipídios e apoptose celular,  

entre outros. 

→O ácido lactobiônico, assim como a histidina, é também quelante de Fe2+ e Ca2+ o que 

previne a entrada do Ca2+ para a célula, diminuindo a ativação das enzimas hidrolíticas, 

que poderiam alterar a membrana celular. Entretanto, em conseqüência da quelação do 

Ca2+ intravascular ocorre um deslocamento de Ca2+ para fora da célula, o que resulta 
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também em diminuição de K+ intracelular. Alguns autores relatam melhora da 

conservação com o uso de verapamil e nifedipina, que são vasodilatadores e 

bloqueadores de canais de Ca2+, melhorando a perfusão renal (29, 30). 

→A Glutationa reduzida (GSH), além de prevenir danos induzidos pelas EROs, também 

melhora a capacidade da célula em regenerar o ATP através da manutenção da 

integridade da membrana celular; age como tampão sulfidril e participa dos mecanismos 

de transporte de aminoácidos através da membrana celular (28). 

 

1.4- Isquemia e reperfusão na conservação 

No transplante renal, quatro componentes causam danos ao órgão 

transplantado: os efeitos da isquemia e hipotermia durante o armazenamento a frio e os 

efeitos da reperfusão e reaquecimento, depois do transplante (5, 8, 10-13, 27, 29, 31).  

Sob condições hipotérmicas, o metabolismo é diminuído cerca de até  

duas vezes para cada 10ºC de rebaixamento de temperatura. Assim, a 4ºC ainda há 

atividade metabólica mínima. Por outro lado, a taxa de metabolismo pode rapidamente 

consumir o conteúdo de ATP celular, além de diminuir a capacidade de síntese de ATP 

para fornecer a energia requerida. Nestas circunstâncias, a fonte de energia utilizada é a 

defosforilação do ADP para adenosina monofosfato (AMP) e adenosina, sendo que em 

condições anaeróbicas, a adenosina é degradada para inosina e hipoxantina (26). 

A redução dos níveis intracelulares de ATP leva à diminuição da atividade da 

bomba Na+/K+ATP-ase (NKA), resultando no acúmulo intracelular de Na+ com 

subseqüente aumento do influxo de H2O, perda de K+ por vazamento passivo, através de 

canais específicos presentes na membrana basolateral, e pela redução do influxo basolateral 

decorrente da falta de energia para a bomba NKA, o que leva ao edema celular, 

dificultando a perfusão renal. 

Em paralelo, na ausência de oxigênio ocorre a glicólise anaeróbica para gerar 

energia e, durante esse processo, a metabolização de 1mol de glicose formará 2moles de 

ATP, sendo que em condições aeróbicas seriam gerados 38moles. Durante esse processo 
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anaeróbico, 2moles de ácido láctico também são formados, o que contribui para a acidose 

progressiva, resultando em ativação das fosfolipases e proteases que induzem a lises 

lisossomais, podendo levar à morte celular (29, 31, 32). 

Outro efeito importante, associado à redução da atividade das bombas iônicas 

na depleção de ATP, é o aumento na concentração do Ca2+ citosólico, importante mediador 

de danos isquêmicos na insuficiência renal aguda que participa da patogênese da 

vasoconstrição e constrição mesangial (29, 30, 33). 

A elevação de Ca2+ citosólico resulta na ativação das fosfolipases que 

promovem destruição da membrana celular e ativação de proteases que convertem a xantina 

desidrogenase em xantina oxidase, enzima ricamente distribuída no tecido renal, 

responsável pela transformação do substrato hipoxantina em xantina, quando em presença 

do oxigênio durante a reperfusão. Em conseqüência, são formadas altas proporções de 

uratos e de espécies reativas de oxigênio (EROs), capazes de causar danos celulares através 

de peroxidação lipídica, oxidação da cadeia lateral de aminoácidos, formação de ligações 

cruzadas entre proteínas, fragmentação protéica pela oxidação do seu esqueleto peptídico, 

dano do DNA incluindo a quebra de fitas, caminhando para a NTA (27, 34). 

Outra importante conseqüência da elevação do Ca2+ citosólico é a apoptose, 

evento celular participante ativo da homeostase entre a taxa de proliferação e morte em um 

tecido, auxiliando na manutenção do tamanho e forma dos tecidos e dos órgãos adultos ou 

em desenvolvimento (35). 

As “famílias” de proteínas reguladoras de apoptose incluem os receptores de 

morte celular como a citocina FasL que interage com o receptor Fas (glicoproteína 

transmembrana), as proteínas Bcl2, compreendendo membros pró-apoptóticos (Bax) e  

anti-apoptóticos como a BclxL, e as caspases (caspase 3), que são moléculas efetoras 

intracelulares da apoptose (36). 

A molécula FasL é expressa pelas células infiltrantes (linfócitos T ativados) do 

interstício e representa, ao ligar-se ao receptor Fas expresso pelas células tubulares,  

um dos mecanismos clássicos mais importantes de “ignição” do processo de apoptose, 
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desencadeando a ativação seqüencial intracelular da cascata das caspases.  

Outro mecanismo de ativação intracelular das caspases envolvendo o complexo  

perforina-granzima, não necessita da interação com o receptor Fas (37). 

A Perforina é responsável pela atividade citolítica do linfócito T citotóxico  

(T CD8+). Esta proteína submete-se à polimerização na presença de Ca2+, promovendo a 

formação de poros na membrana da célula-alvo. Além de permitir a entrada de granzima B 

na célula, estes poros induzem mudanças no gradiente osmótico celular, conduzindo à lise 

celular. A Granzima B é um grânulo serino-protease do linfócito T citotóxico, com 

habilidade de clivar proteínas e é capaz de ativar várias caspases celulares. Estes grânulos 

são liberados quando o linfócito reconhece um antígeno estranho presente na superfície das 

células infectadas do hospedeiro, promovendo uma cascata de ativação de nucleases, 

causando a fragmentação do DNA. Conseqüentemente, a célula-alvo submete-se a apoptose. 

Alguns estudos mostram expressão de RNA mensageiro de perforina e granzima B em 

biópsias de enxertos com episódios de rejeição aguda (38). 

No rim transplantado a apoptose poderá desempenhar um papel importante na 

deleção de diversas células do tecido renal, principalmente células do epitélio tubular, 

submetidas a agravo agudo ou crônico. Esta apoptose poderá ser mediada pelas moléculas 

Fas e caspase 3, através do estímulo gerado pela hipóxia do tecido isquêmico na necrose 

tubular aguda ou pelo fenômeno inflamatório na rejeição aguda (39). 

A expressão da molécula BclxL (anti-apoptótica) reflete, provavelmente,  

a mobilização dos mecanismos de proteção da célula, face aos mecanismos indutores de 

apoptose. Dessa forma, é encontrada tanto na fase aguda como crônica em células tubulares 

e do interstício (40). 

Além do Ca2+, existem vários agentes que podem induzir o processo apoptótico, 

dentre eles podem ser citados alguns ativadores fisiológicos como fatores de crescimento, 

neurotransmissores, glicocorticóides. Fatores ambientais também podem ser considerados 

indutores de apoptose, como, por exemplo, os choques de temperatura, toxinas bacterianas, 

radicais livres, agentes oxidantes, agentes genéticos. A apoptose poderá ser induzida, 

também, por agentes farmacológicos, como por exemplo, os quimioterápicos, antibióticos, 

radiações, e o etanol. 
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Em experimentos após 3 a 6 horas de isquemia, seguida de reperfusão,  

foi verificada a presença de corpos apoptóticos através da microscopia eletrônica (41).  

As alterações bioquímicas e moleculares, como a liberação de citocromo c do espaço 

intermediário da mitocôndria, aparecem mais precocemente, cerca de uma hora após 

indução de morte celular, antes da despolarização da mitocôndria e ativação de caspases. 

Os danos às membranas mitocondriais ocorrem cerca de duas horas após a reperfusão, 

observando-se ruptura de membranas internas e desorganização de suas cristas (42). 

Na perda da função renal, durante a isquemia e reperfusão ainda devem ser 

considerados como mediadores as espécies reativas de nitrogênio (ERNs) e os metabólitos 

do ácido araquidônico (AA), pois a liberação de radicais livres, citocinas e outros agentes 

pró-inflamatórios, durante a reperfusão, alteram a permeabilidade das membranas capilares 

e celulares contribuindo, substancialmente, para alterar os volumes de água contidos nos 

diferentes compartimentos do organismo. 

O óxido nítrico (NO), conhecido como fator relaxante derivado do endotélio 

(FRDE), é uma molécula gasosa e reativa com uma meia-vida de poucos segundos.  

É produzido a partir do aminoácido L-arginina pela ação enzimática das isoenzimas  

óxido-nítrico-sintase (NOS). Duas destas isoenzimas são dependentes de Ca2+ e expressas 

constitutivamente nas células endoteliais (eNOS) e nas células neuronais (nNOS).  

A expressão da terceira isoenzima (iNOS), independente de Ca2+, é dependente de um 

estímulo imunológico ou inflamatório, podendo ser expressa em uma variedade de células 

(43). A ação do óxido nítrico não se dá através da utilização de receptores celulares, apenas 

difunde-se pela membrana celular, ativando seu segundo mensageiro, guanilato ciclase que, 

por sua vez atua sobre proteínas-alvo, ativando várias cascatas de proteínas quinases, 

incluindo as vias da proteína quinase mitógena ativada (MAPK), Janus quinase (JAK) e  

Jun N-terminal quinase (JNK) (34). Essas respostas intracelulares desencadeiam efeitos 

fisiológicos importantes, como o de ser um potente vasodilatador, com importante 

repercussão tanto na regulação da pressão arterial quanto na função renal (34, 43, 44). 

Revisões recentes têm demonstrado que o NO é um importante vasodilatador 

pré-glomerular, aumentando o fluxo sangüíneo renal, entretanto supõe-se que tenha papel 

ambíguo durante a isquemia-reperfusão tecidual, ou seja, na isquemia, ele parece proteger o 
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tecido com sua propriedade vasodilatadora e ação contra o acúmulo leucocitário; contudo, 

durante a reoxigenação do tecido isquêmico, o NO pode reagir com espécies reativas de 

oxigênio, atuando nas vias de sinalização de fatores de crescimento, como o “nerve growth 

factor” (NGF) e o “vascular endothelial growth factor” (VEGF) ou reagir diretamente com 

moléculas de superóxido (O2
�-), formando o radical peroxinitrito (ONOO-), potente 

oxidante celular, envolvido na progressão da doença renal, causador da lipoperoxidação de 

membranas celulares (34, 43, 44). 

O ácido araquidônico, também importante na síndrome de isquemia e 

reperfusão, é metabolizado pela via da ciclooxigenase (COX), produzindo uma variedade 

de prostaglandinas (PGs), que são metabolizadas pela PGE-sintase (PGES) para 

prostaglandina-E2 (PGE2), envolvida no controle do fluxo sanguíneo renal.  

Em experimentos com indução à isquemia quente e reperfusão em ratos, ocorreu aumento 

da expressão de COX-2 e PGES, com danos tissulares (45, 46). 

A isquemia induz ainda a produção de fatores de crescimento fibrogênicos, 

como o fator de crescimento transformador-β1 (TGF-β1) expressão de moléculas de adesão 

epitelial, produção de citocinas e fator de necrose tumoral (TNF), permitindo a translocação 

do epitélio por leucócitos, com invasão do parênquima renal (47). 

A resposta imunológica ao enxerto também poderá ser potencializada pela 

isquemia, aumentando a expressão antigênica dos complexos principais de 

histocompatibilidade (MHC) (48). 

Resumindo, a isquemia e reperfusão, associadas à hipertensão induzida por 

ativação do SRA, geram danos, ao tecido renal, que se apresentam como uma complexa 

síndrome, envolvendo vasoconstrição renal, e danos glomerular e tubular. 

 

1.5- Citoesqueleto de actina em células tubulares 

A orientação inicial para a célula epitelial tubular renal tornar-se totalmente 

diferenciada é dependente da expressão seqüencial de determinados polipeptídios,  

os fatores de crescimento, que induzem à proliferação celular e à produção de matriz 
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extracelular. A interação celular através de receptores de superfície com proteínas da matriz 

extracelular induz à organização do citoesqueleto de actina, o qual, por sua vez, orienta 

espacialmente, a distribuição de proteínas de membrana e de organelas intracelulares em 

determinados domínios. Posteriormente, a formação de contatos célula-célula fortalece a 

definição destes domínios, fazendo função de barreira para o fluido tubular, constituindo 

um epitélio polarizado, permitindo assim o transporte vetorial de água e solutos (49). 

As células do TCP são dotadas de um alto grau de capacidade endocítica para 

lidar com o filtrado glomerular, e este padrão endocítico pode ser duplicado por hormônios 

como a angiotensina II, promovendo a internalização de proteínas e alguns outros 

componentes do filtrado glomerular na membrana apical, conduzindo-os aos 

compartimentos intracelulares (50, 51). 

Em condições fisiológicas, o TCP tem uma bem definida rede de actina,  

a qual interage com as microvilosidades apicais também ricas em actina, com a rede 

terminal, com os complexos juncionais, com os substratos de ligação celular e, 

indiretamente, com o ancoramento de proteínas na membrana basolateral.  

As Na+/K+ATPase e canais de Na+ são fixados pelo citoesqueleto de actina, em domínios 

específicos na membrana, apropriados às suas funções; posteriormente à inserção na 

membrana, estas proteínas podem ser realocadas para submembranas. A atividade de canais 

de íons na membrana pode ser modulada pelo citoesqueleto de actina, cuja densa rede de 

filamentos restringe o movimento de vesículas ao lado interno da membrana (52-54). 

Dessa forma, o citoesqueleto de actina é uma estrutura celular dinâmica que 

interage com uma variedade de proteínas transmembrana, incluindo moléculas de 

transporte de íons como a Na+/K+ATPase (NKA), o co-transportador de Na+/K+/Cl-,  

o trocador basolateral NA+/H+ tipo 1 (NHE1) e o trocador apical NA+/H+ tipo 3 (NHE3), 

importantes para a função renal (55). 

A integridade do citoesqueleto de actina e sua interação com a membrana da 

célula tubular proximal e com as proteínas associadas estabilizam e facilitam as funções 

específicas das células do TCP, como absorção e secreção, fornecendo a estrutura básica 

para a polarização celular (53). 
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Evidências sugerem que a reestruturação do citoesqueleto de actina pode 

desempenhar um papel importante nas alterações da membrana, interferindo em diversos 

eventos como manutenção da estrutura e da função celular, polaridade, endocitose, 

exocitose, divisão, migração, adesão, transporte de fluido extracelular-celular e  

celular-celular, transdução de sinal e ativação de canais de íons, que são dependentes do 

equilíbrio entre agregação e desagregação de actina (56, 57). 

Durante a isquemia quente, o metabolismo permanece ativo e, rapidamente as 

enzimas intracelulares degradam os componentes essenciais, causando danos celulares. 

Assim, com apenas 5 minutos de oclusão de artéria renal in vivo (isquemia) ocorrem 

alterações funcionais e estruturais dentro das células tubulares como rompimento da actina 

microvilar, fator importante na fisiopatologia da insuficiência renal aguda (IRA) (58-62). 

O quadro de insuficiência renal aguda, ocasionado por um processo isquêmico, 

decorre de eventos hormonais, hemodinâmicos, tubulares, celulares e moleculares que 

levam à diminuição do ritmo de filtração glomerular. O mecanismo fisiopatológico ainda 

não é totalmente compreendido, porém, estão envolvidos fatores hormonais que interferem 

com o tônus das arteríolas aferente e eferente, alterando a hemodinâmica glomerular 

(angiotensina II, vasopressina, prostaglandinas), diminuição do coeficiente de ultrafiltração 

(contração da célula mesangial), agregação eritrocitária na microvasculatura (medula renal) 

e a lesão endotelial com alteração na produção de substâncias vasodilatadoras  

(óxido nítrico) e vasoconstritoras (endotelina) (31, 32, 34, 46, 61, 63). 

Na insuficiência renal aguda, dados histológicos, utilizando microscopia 

eletrônica, mostram edema mitocondrial, formação de vesículas no retículo endoplasmático 

e redistribuição da rede terminal de actina. Paralelamente às alterações do citoesqueleto, 

ocorre a desintegração da borda em escova das células epiteliais tubulares proximais, 

associada à perda da orientação de proteínas da membrana celular, ocasionando prejuízo 

nas ligações que ancoram a célula epitelial, a matriz extracelular (integrinas) e dissociação 

dos complexos de ligação célula a célula que separam os domínios das membranas 

basolateral e apical, permitindo fluidez de lipídios e proteínas, assim como a perda das 

junções de oclusão (“tight junctions”, TJ) com redistribuição da actina de localização 

cortical para a perinuclear, a redistribuição de Na+/K+-ATP-ase para a membrana apical, 
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devido à dissociação do complexo “citoesqueleto+Na+/K+ATP-ase” e à destruição das 

interações entre a actina e outras proteínas associadas, levando à perda da ligação da actina 

à membrana plasmática (63-66). 

Pesquisas demonstraram que em microvilosidades apicais, no período  

pós-isquemia (15min), a marcação de F-actina está diminuída, com aumento da marcação 

de G-actina e realocação do fator despolimerizante de actina (ADF), proteína associada à 

actina (67). 

Também foi demonstrado que a tropomiosina é importante na manutenção da 

integridade dos filamentos de actina presentes nas microvilosidades apicais de TCP de ratos 

e que a isquemia rapidamente altera esta interação, o que poderia levar à falência renal (68). 

A partir do momento que os contatos célula-célula e célula-matriz extracelular 

são perdidos, ocorre o destacamento destas células, com quebra da integridade do epitélio 

tubular, levando à obstrução tubular, aumento da pressão intratubular e retrodifusão do 

filtrado glomerular e, conseqüentemente, diminuição da função renal. A extensão dos danos 

isquêmicos pode ser reversível ou não, dependendo do tempo e dos vários procedimentos 

adotados para a melhor conservação da função renal (50, 52, 58, 60, 61, 65, 66, 69).  

Entretanto, o tecido renal tem grande capacidade de regeneração e grande parte 

dos pacientes com quadro de necrose tubular aguda recuperam parcial ou totalmente a 

função renal, dependendo do quadro clínico (choque, sepsis, rejeição) (69, 70).  

Porém, torna-se necessário que as células perdidas em razão destes danos sejam repostas e 

que o túbulo adquira novamente a sua morfologia e sua capacidade funcional. 

Primeiramente, ocorre um processo de desdiferenciação, quando as células marginais às 

regiões do túbulo desnudo assumem aspecto epitelióide, migram através das áreas 

despitelizadas e, posteriormente, pela proliferação celular (mitose) reepitelizam 

completamente o túbulo renal (69, 71). Este processo de reparação depende, em parte,  

do envolvimento dos fatores de crescimento, que por ação autócrina, parácrina e endócrina, 

são capazes de estimular a migração celular (atividade motogênica), de regular a passagem 

do estado quiescente para a fase ativa de síntese de DNA e proliferação celular  

(ação mitogênica) além de promover a tubulogênese (atividade morfogênica) (71).  
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A grande maioria destes fatores de crescimento possui receptores específicos com atividade 

intrínseca de tirosino-quinase, sendo que a ativação destes receptores leva à 

autofosforilação dos resíduos de tirosina, desencadeando a expressão de fatores 

transcricionais que regulam a expressão de genes, síntese de DNA, produção de novas 

proteínas e o ciclo de divisão celular (71). 

A recuperação da função renal, após a reperfusão, depende da restauração da 

hemodinâmica glomerular e da proliferação e diferenciação celular, o que é geralmente 

promovido pela AII. Entretanto, mesmo havendo recuperação, poderá haver perda da 

função global em decorrência do sacrifício de uma população de néfrons, processo 

dependente das condições clínicas, e que poderia levar a um envelhecimento renal precoce 

(69, 71, 72). 

 

1.6- Sistema-renina-angiotensina-aldosterona 

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) é um importante regulador 

do balanço de Na+ e H2O e da homeostase da pressão sanguínea no homem. 

Tradicionalmente conhecido como um sistema endócrino, o SRAA atua principalmente 

através da angiotensina II (AII) (72, 73). 

O angiotensinogênio, glicoproteína secretada principalmente pelo fígado,  

é clivado pela renina, glicoproteína-aspartil protease, para liberar o decapeptídeo 

angiotensina l (AI). A renina, produzida inicialmente como pré-pró-renina, transforma-se 

rapidamente em pró-renina, sendo armazenada nos grânulos das células do aparelho 

justaglomerular, onde é convertida em renina ativa. A produção intra-renal de renina 

determina a geração de AII na circulação sistêmica e também a produção local (74-76). 

A produção e liberação da renina pelas células justaglomerulares do rim se dá 

por estímulos sistêmicos e intra-renais: 
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Sistêmicos 

→Estados hipotensivos ou hipovolêmicos. 

 

Intra-renais 

→Redução na pressão de perfusão arterial renal detectada por pressoreceptores presentes 

na arteríola aferente (terminações nervosas que respondem à deformação ou estiramento 

das paredes dos vasos onde estão localizados; são mediadores primários do sistema nervoso 

autônomo no controle da pressão arterial e da freqüência cardíaca); 

→Redução na carga distal de Na+ detectado pela mácula densa; 

→Aumento da atividade do nervo simpático renal, através de receptores β-adrenérgicos em 

decorrência da redução da pressão arterial; 

→Em menor intensidade, a liberação de renina pode ser aumentada por fatores como a 

redução de Ca2+ nas células justaglomerulares e por prostaglandinas. Endotelina e 

peptídeo natriurético atrial (ANP) podem reduzir a liberação de renina (74, 77, 78). 

 

A angiotensina I é clivada pelas enzimas conversoras de angiotensina (ECA) 

(metaloproteases produzidas pelas células endoteliais principalmente do pulmão), a partir 

da exclusão de dois aminoácidos da porção carboxi-terminal, liberando o octapeptídeo 

angiotensina II (AII), um potente constritor da musculatura lisa vascular que promove a 

secreção da aldosterona a partir das células glomerulares adrenais, além de desencadear 

alterações tróficas no coração e nos vasos sanguíneos (79). 

A vasoconstrição, clássico efeito sistêmico da AII, é importante na manutenção 

da pressão arterial, particularmente nos estados de hipovolemia. Assim, nas situações de 

contração do volume extracelular, a AII: 
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→Mantém, em curto prazo, a pressão sangüínea através da vasoconstrição; 

→Corrige o volume extracelular, valendo-se de sua ação antinatriurétrica, seja por atuação 

em centros cerebrais, ou diretamente, no túbulo proximal, ou indiretamente, através da 

aldosterona. Nas células da zona glomerulosa da adrenal, a ativação dos receptores de 

AII promove elevação do Ca2+ intracelular e da atividade da proteíno-quinase C (PKC), 

responsáveis pela produção e secreção de aldosterona. Após sua secreção, a aldosterona 

atinge o rim, via circulação, atuando principalmente sobre as células do ducto coletor 

cortical, estimulando a reabsorção de Na+ e a secreção de K+, o que traz o volume 

extracelular e a pressão arterial de volta aos níveis normais (51, 80-84). 

 

As vias alternativas para a clivagem de AI para AII são: 

→Através de uma catepsina G, ou de quimases (serina-protease, específica para formação 

de AII), ou por enzimas geradoras de angiotensina sensível à quimostatina (CAGE) (82); 

→Através da ação da ECA localizada na membrana apical de arteríolas renais, arteríolas 

glomerulares e capilares peritubulares; 

→A partir da síntese de AI in situ, na parede dos vasos intra-renais. 

 

A AII também poderá ser gerada diretamente do angiotensinogênio por enzimas 

não reninas, incluindo o ativador de plasminogênio tecidual (t-PA), a catepsina G,  

a elastase, a quimostatina ou a tonina. Todos os componentes funcionais do SRA foram 

identificados no rim, e as células do TCP sintetizam e secretam angiotensinogênio, renina,  

e ECA, possuindo, portanto, a estrutura completa para a síntese local de AII (81-84). 

O SRA também é visto como um importante sistema parácrino que regula a 

hemodinâmica renal e a função do transporte tubular. Alguns autores sugerem que o SRA 

intra-renal possa ser constituído por dois sistemas distintos: 
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→SRA túbulo-intersticial, incluindo os túbulos proximais e o interstício; 

→SRA vascular, incluindo os vasos renais, as arteríolas, e o glomérulo. 

 

Diversos estudos têm mostrado evidências de que o SRA no rim é regulado 

seletivamente, sendo, muitas vezes, dissociado dos níveis de AII e de renina da circulação. 

Experimentos de micropunção in vivo e medidas da concentração de AII no conteúdo de 

TCP não perfundidos demonstraram que, apesar de AII se encontrar em concentrações bem 

mais elevadas no fluido tubular que na circulação, essa AII não é proveniente do filtrado 

glomerular (80, 81, 83-85). 

A concentração de Angiotensina II no fluido intersticial renal é mais alta que as 

concentrações venosas ou arteriais renais, o que justifica a possibilidade de formação local 

de AII. No córtex, a AII está localizada no fluido tubular, intersticial e dentro das células, 

sendo que o fluido intersticial é que contribui para o alto nível de AII cortical (85). 

Dessa forma, o SRA além de ser um sistema hormonal circulatório, é também 

encontrado em diversos órgãos e tecidos capazes de produzir AII, independentemente, 

podendo atuar de maneira endócrina, parácrina e autócrina para regular as diversas funções 

intra-orgânicas. O angiotensinogênio está presente nas células mesangiais e tubulares,  

a renina em células justaglomerulares, a ECA e quimases no endotélio vascular.  

A ECA também se encontra em grande quantidade na bordadura em escova da membrana 

das células tubulares podendo gerar AII intraluminal (86). 

A ação intra-renal de AII é desencadeada a partir do peptídeo originado tanto da 

circulação sistêmica como da produção local. No rim, além da vasoconstrição das artérias 

intra-renais, a AII possui importantes efeitos sobre: 

→Contração da célula mesangial; 

→Absorção tubular de sódio; 

→Proliferação, reparo celular e expansão de matriz extracelular; 

→Síntese de hormônios e substâncias vasoativas (ex: prostaglandinas e NO). 

Introdução Geral 
58



As ações tubulares são caracterizadas por alterações no ritmo de filtração 

glomerular (RFG), reajustando, proporcionalmente, a taxa de reabsorção de fluido tubular 

proximal, um fenômeno chamado de balanço túbulo-glomerular (87). 

Atualmente, a AII é considerada uma citocina multifuncional com propriedades 

de fator de crescimento, modulando proliferação e crescimento de células musculares lisas, 

cardiovasculares e renais em processos de desenvolvimento e crescimento e também em 

estados patológicos que levam à fibrose (88, 89). 

A AII é também citocina pró-fibrinogênica e pró-inflamatória, produzindo 

aumento da síntese de matriz extracelular, ativando a fibronectina e o colágeno, 

componentes de reorganização da matriz extracelular, o que provavelmente a torna um 

mediador de processos inflamatórios, contribuindo na progressão da doença renal  

(88, 90-92). 

A AII modula a resposta imunológica, como a quimiotaxia, a proliferação e a 

diferenciação de monócitos em macrófagos (88), a partir de vários efeitos como indução à 

adesão de leucócitos a células endoteliais, modulação da expressão de moléculas de adesão 

(e-selectina) implicadas no contato inicial entre leucócitos e endotélio, que desempenham 

papel importante no processo de rolamento de leucócitos e na inflamação. 

Existem publicações demonstrando que o bloqueio da ação da AII previne a 

inflamação, a expressão da proteína Monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), a infiltração 

de monócitos na parede arterial e diminui a resposta inflamatória renal com queda da 

hipertensão arterial (93). 

Diversos estudos têm mostrado eventos celulares mediados pela AII, sugerindo 

um papel biológico amplo, do intracelular ao tecido ou ao sistema. Apesar de AII ser 

responsável pela grande maioria das respostas normalmente atribuídas ao SRA,  

outras angiotensinas produzidas têm ações específicas, como as angiotensinas III e IV e a 

angiotensina-(1-7). Estas angiotensinas também são produzidas a partir do 

angiotensinogênio, por ação da renina (94). 
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1.7- Receptores AT1, proteína-G e vias de sinalização 

Estímulos químicos como hormônios ou medicamentos interagem com 

proteínas receptoras situadas na membrana celular. Estas proteínas têm a função específica 

de reconhecer sinais ou mensagens que chegam às células. Após a sensibilização destes 

receptores, várias outras proteínas intracelulares efetoras são ativadas, gerando pequenas 

moléculas sinalizadoras, conhecidas como mensageiros secundários. Dessa forma, a AII 

desempenha seus efeitos por ação direta através dos seus receptores, AT1 e AT2,  

e indiretamente por liberação de fatores de crescimento, citocinas, e outros agentes 

vasoativos, ou ainda por ligação cruzada com cascata de sinalizações celulares (95, 96). 

São conhecidos como receptores com sete domínios transmembrana,  

que apresentam segmentos α-helicoidais hidrofóbicos que atravessam a membrana 

plasmática sete vezes. Possuem homologia de 32-34%, mas os mecanismos de sinalização, 

a cinética de internalização e a distribuição tecidual de AT1 e AT2 são bastante diferentes. 

Apesar de AII se ligar aos dois subtipos de receptores, AT1 e AT2, a maioria das suas 

funções conhecidas e a quase totalidade dos seus efeitos, sistêmicos e locais, resultam da 

sua interação com receptores AT1 (97-99). 

Não obstante vários estudos demonstrem que AT1 medeia os efeitos inibitórios 

e os estimulatórios de AII, alguns pesquisadores apresentaram evidências de que AT2 

medeia os efeitos inibitórios como vasodilatação, apoptose, antiproliferação e 

anticrescimento. No rim, os efeitos in vivo mediados pelos receptores AT2 parecem 

envolver o NO, via GMPc e esses receptores, AT2 expressos no rim de adulto, são ligados 

a discreto aumento na excreção urinária de Na+, discreta diminuição da pressão sangüínea, 

em contraste aos efeitos estimulatórios dos receptores AT1, sugerindo que a ativação do 

receptor AT1 no túbulo renal sirva como um possível mecanismo protetor, garantindo o 

aumento de reabsorção de Na+ e da pressão sangüínea, quando o volume fluido extracelular 

estiver ameaçado. Assim, em relação às respostas à angiotensina II, devemos lembrar que a 

mesma é bifásica na maior parte da rede vascular, pois ocorre uma discreta vasodilatação 

desencadeada pela ativação dos receptores AT2 presentes nas células endoteliais, seguida 

de potente vasoconstrição pela ativação dos receptores AT1 presentes nas células 

vasculares lisas (100-102). 
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Os receptores AT1 estão vastamente distribuídos em órgãos e sistemas, 

incluindo o cardiovascular, renal, endócrino, e sistema nervoso humano. No rim,  

os receptores AT1 foram evidenciados por anticorpos mono e policlonal, em arteríolas 

aferentes e eferentes, e células mesangiais onde se encontram em maior densidade. 

Também estão presentes na bordadura em escova e na membrana basolateral do TCP,  

no túbulo distal, no ducto coletor, nos podócitos glomerulares e na mácula densa  

(97, 103-105). 

Os receptores AT1 também são denominados GPCR (G-protein coupled 

receptors) por serem acoplados a uma proteína G-heterotrimérica (proteínas que possuem 

três subunidades de guanina denominadas α, β e γ) (106-108). 

A ligação da AII (ligante) ao receptor AT1 resulta em ativação da proteína-G 

através da troca de GTP por GDP, promovendo a dissociação da subunidade α do 

complexo “βγ”, o que induzirá cascatas de ações dependentes dos diferentes tipos das 

subunidades de proteína-G ativada (109). 

Após a interação com o receptor AT1, a AII exerce efeitos diversos e dentre as 

funções sistêmicas, destacam-se: 

→Manutenção e modulação da pressão arterial; 

→Controle do volume extracelular e regulação da circulação sistêmica e renal. O rim tem 

papel fundamental como mediador desses efeitos, uma vez que AII influencia tanto a 

filtração glomerular como a reabsorção tubular de Na+ e H2O. 

 

A interação do receptor AT1 com o citoesqueleto de actina para a formação de 

um complexo multiprotéico e a interação do complexo AII+receptor com ativação da 

proteína-G, desencadeando a série de eventos intracelulares que resultam nas mais variadas 

funções do peptídeo, é dependente de proteínas que facilitam a transdução de sinais,  

como as proteínas adaptadoras, proteínas PDZ (receberam este nome devido às primeiras 

proteínas adaptadoras que foram identificadas: PSD-95, Dlg1, ZO-1). Essas proteínas PDZ 
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formam um ancoradouro na membrana apical para inserção de outras proteínas, onde atuam 

com um ponto de ancoragem, “amarrando-as” ao citoesqueleto de actina. Exemplos de 

proteínas PDZ são as proteínas conhecidas como fatores regulatórios de trocadores de Na+ 

e H+ (NHERF’s), que atuam, facilitando o desempenho da proteína trocadora de Na+ e H+, 

(NHE3) também modulada pela AII, através do receptor AT1 (110). 

A ligação de AII ao receptor AT1 estimula a internalização e o processamento 

do complexo AII+receptor e existem evidências de que a internalização do complexo 

AII+receptor AT1 não acontece apenas pelo propósito de levar a AII para os lisossomos 

para a degradação e para a reciclagem do receptor, mas este processo parece ser vital para 

as ações da AII no TCP (111). Por exemplo, foi demonstrado que a ligação de AII e a 

endocitose do complexo AII+receptor AT1 estão associadas para que haja a ativação das 

vias de transdução de sinal de transporte de Na+. A endocitose de AT1 aparece acoplada 

com aumento de fosfolipase C (PLC), diminuição de Adenilil Ciclase (AC) e indução ao 

fluxo de Na+. Também foi demonstrado que endocitose de AII pela internalização de 

receptores AT1 da membrana apical está associada com ativação de fosfolipase A2 (PLA2) 

e liberação de ácido araquidônico (AA), necessários para o fluxo de Na+ e reciclagem de 

AT1. 

A internalização de AT1 ocorre também pela endocitose via vesículas 

revestidas de proteínas clatrina (112). 

Embora os receptores AT1 sejam expressos na membrana apical e na 

basolateral de TCP, há diferenças nas taxas de endocitose e reciclagem destes receptores e 

também na seqüência dos aminoácidos nos domínios terminais envolvidos na atuação 

destes receptores. A cadeia de aminoácidos carboxi-terminal do receptor AT1 parece ser 

importante na regulação do transporte transcelular de Na+ (113-117). 

Em epitélio polarizado são expressas diferentes estruturas endocíticas que 

sinalizam moléculas, sendo que a ausência destes elementos pode afetar a internalização de 

AT1. Esse pode ser um fator determinante para as diferenças entre receptores da membrana 

apical e da basolateral, uma vez que o ambiente polarizado parece ser significativo para que 

proteínas-G envolvidas no processo endocítico se distribuam em domínios celulares 

distintos do citoesqueleto. 
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Pesquisadores têm mostrado que a ligação de AII ao receptor AT1 leva o 

receptor para a sua conformação ativa, causando um rearranjo de ligações intramoleculares 

que estabilizam a sua estrutura e que a indução à internalização dos receptores pela AII é 

um mecanismo importante para o controle da função do receptor pelos seguintes motivos: 

→Regula o número de receptores viáveis na superfície celular; 

→Facilita a ressensibilização dos receptores que foram dessensibilizados pela fosforilação 

mediada pelas quinases. No entanto, estudos mostram que, a internalização do receptor, 

estimulada pela AII, pode ocorrer na ausência de ativação da proteína-G e que receptores 

ativados internalizam, mesmo na ausência de fosforilação, e que talvez na ausência de 

fosforilação eles possuam uma conformação com alta afinidade pela β-arrestina,  

proteína multifuncional envolvida em processos de endocitose (118-120). 

 

A angiotensina II também pode ser internalizada pela megalina, proteína 

receptora na membrana apical da célula tubular proximal, envolvida na reabsorção e 

metabolismo de várias proteínas filtradas pelo glomérulo. A megalina, assim como o 

receptor AT1, pode regular os níveis de angiotensina II no túbulo proximal, mediando a 

captação da AII, uma vez que esta proteína é responsável pela retirada de várias proteínas 

do fluido tubular (121). 

 

1.8- Bloqueadores de AII 

A partir do nonapeptídeo teprotida, isolado do veneno da serpente Bothrops 

jararaca (122), foram desenvolvidos os inibidores da enzima conversora de angiotensina II 

(IECA) para o tratamento da hipertensão arterial e da insuficiência cardíaca congestiva 

(ICC), através do bloqueio na formação de AII. Esse bloqueio inibe a produção de 

aldosterona, levando à queda da absorção de Na+, à diminuição da resistência periférica e 

também do volume plasmático efetivo. Contudo, os IECA diminuem também a degradação 

da bradicinina, aumentando a liberação de NO, PGI2 e substância P (neurotransmissor), 

além de que, a AII continuará a ser produzida por outras vias não derivadas da clássica 

ECA. 
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Outra classe de drogas para bloqueio de AII tem como principal representante o 

losartan, de estrutura química (2)-n-butil-4-cloro-5-hidroximetil-1-[(2’-(1H-tetrazole-5-yl) 

bifenil-4-yl) metil] imidazole, que atua por antagonismo específico aos receptores AT1 

(123, 124). 

O losartan é uma droga não peptídica, sintética, potente, ativa por via oral.  

Em experimentos in vitro e in vivo, o losartan e seu metabólito farmacologicamente ativo,  

o ácido carboxílico (E-3174), bloquearam as ações fisiologicamente relevantes da AII.  

A ligação ao receptor AT1 é saturável, reversível e independe da via responsável pela 

síntese da AII. O seu antagonismo pode ser feito por interferência na ativação do receptor 

pela ocupação de sítios intermembranas que seriam ocupados pela AII (antagonismo 

competitivo) ou pode ainda induzir mudanças na conformação do receptor, evitando a 

ligação de AII (antagonismo não competitivo) (125, 126). 

Em bioensaios de ligação e farmacológicos, verificou-se bloqueio seletivo, 

específico com alta afinidade para receptores AT1 e nenhuma afinidade por AT2, diferente 

dos IECA que reduzem níveis de AII, com conseqüente estimulação de AT1 e AT2 (127). 

Durante o tratamento, promove uma elevação dos níveis circulantes de AII, 

que, teoricamente, poderia ligar-se aos receptores AT2, entretanto a prática clínica não tem 

demonstrado nenhuma desvantagem nessa possível ligação de AII ao receptor AT2,  

uma vez que existem experimentos demonstrando que essa ligação promove diminuição da 

pressão arterial, apoptose e também efeitos antiproliferativos (126, 127). 

Esse medicamento é importante no tratamento da hipertensão arterial,  

da insuficiência cardíaca e, provavelmente, retarda a evolução da doença renal, fazendo 

parte de uma família de bloqueadores de AII (BRAs), que produzem efeitos tais como: 

→Dilatam artérias e veias e desse modo reduzem a pressão arterial; 

→Regulam a atividade adrenérgica simpática, bloqueando os efeitos da AII na liberação da 

norepinefrina; 

→Promovem a excreção renal do sódio e água (efeitos natriurético e diurético) através de 

bloqueio dos efeitos da AII no rim e bloqueio da estimulação da secreção de aldosterona; 
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→Inibem o remodelamento cardíaco e vascular associado com hipertensão crônica, falência 

cardíaca e infarto miocárdico. 

 

De acordo com trabalhos publicados, o mais recente desta classe de 

medicamentos, a olmesartana medoxomila (Benicar®) tem ligações químicas mais estáveis 

com o receptor e aumenta a expressão da ECA2, enzima que forma o peptídeo 

vasodilatador, angiotensina-(1-7) a partir de AI e de AII, sugerindo que esse mecanismo 

também contribua para o efeito anti-hipertensivo da olmesartana (128, 129). 

Um novo produto para tratamento da hipertensão, o alisquireno (Rasilez®),  

é um inibidor direto da renina, proporcionando benefícios adicionais às terapias disponíveis 

no mercado, como controle da pressão arterial sustentado por 24 horas e potencial para 

proteger os órgãos-alvo da hipertensão (cérebro, vasos, coração e rins) (130). 

 

1.9- Angiotensina II e proteínas de transporte no rim 

A angiotensina II é conhecida por regular o transporte proximal de modo 

bifásico: estimulação por concentrações picomolares e inibição por concentrações 

nanomolares (131, 132). Várias publicações demonstram que AT1 medeia os efeitos 

estimulatórios de angiotensina II (133-135). 

Embora vários hormônios sejam mostrados como capazes de interferir no 

processo de transporte no túbulo contornado proximal, o efeito bifásico de AII sobre a 

absorção de H2O, Na+ e HCO3- está confirmado e sucessivos estudos têm demonstrado que 

a atividade do co-transportador basolateral de Na+/HCO3
- (NBC-1), trocador apical de 

Na+/H+ subtipo3 (NHE3) e Na+K+ATPase (NKA) é regulada pelo efeito bifásico de AII 

(136, 137).  

Este processo é considerado importante na regulação do balanço de H2O e Na+ 

corporal. Dessa forma, a AII regula a reabsorção transepitelial de Na+ via NHE3 e o  

NBC-1, enquanto na basolateral o NHE1 faz a regulação de pH (136-138). 
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A AII tem um papel importante na acidificação tubular proximal renal através 

da co-estimulação do co-transportador basolateral de Na+/HCO3
- (NBC-1) e das atividades 

do trocador apical de Na+/H+ (NHE3). Portanto, para que haja homeostase ácido-base estes 

transportadores trabalham de modo coordenado, utilizando forças eletroquímicas fornecidas 

pela enzima basolateral NKA (136). 

A AII aumenta a absorção de Na+. Este efeito é mediado principalmente por um 

aumento da atividade de NHE3, essencial à secreção tubular de íons H+ e responsável por 

substancial absorção proximal de Na+. O TCP reabsorve cerca de 80% do HCO3
- filtrado e 

a maioria desse HCO3- é reabsorvida via estrutura protéica, como o trocador NHE3.  

A saída através da membrana basolateral é via NBC-1 (136, 137). 

A concentração picomolar de AII estimula a atividade de PKC e o balanço de 

Ca2+ intracelular em células de TCP. No entanto, medidas de níveis de AII no fluido do 

TCP detectaram níveis nanomolares, concentração não compatível com absorção.  

A explicação seria que o transporte de Na+ não é inibido pela AMPc endógena, e que PKC 

e Ca2+ podem modular o efeito da concentração nanomolar de AII, resultando em inibição 

ou estimulação da absorção, dependendo dos teores de Ca2+, o que alteraria a 

permeabilidade da membrana celular a íons (139). 

A estimulação pela AII em concentrações fisiológicas pode ser mediada pela 

diminuição dos níveis de AMPc na célula e/ou pela ativação de PKC. Por outro lado,  

supõe-se que as inibições ocasionadas pelas altas concentrações de AII envolvam a PLA2 e 

subseqüente liberação de ácido araquidônico (139, 140). 

Existem estudos sugerindo a existência de PLA2 Ca2+-independente, e que esta 

enzima seria responsável pela fusão das vesículas endocíticas, e que a endocitose de AII 

mediada pela internalização de receptores AT1 da membrana apical está associada com 

ativação de PLA2, necessária para o fluxo de Na+ e para a reciclagem de AT1 (141).  

O bloqueio de receptores AT1 pelos receptores não peptídicos (losartan) 

diminui a absorção de Na+ e HCO3
-, o que indica que a AII endógena regula a absorção 

(água e solutos) no rim e está de acordo com níveis picomolares existentes no plasma, 

condizentes com estimulação (142). 
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A atividade dos transportadores também pode ser regulada por condições 

fisiológicas, como: 

→Acidose ou estimulação de PKC, fatores que estimulam uniformemente os  

dois transportadores, NBC-1 e NHE3; 

→Alcalose metabólica diminuindo a atividade de NBC-1; 

→Fosforilação por PKA e PKII inibindo NHE3 e NBC-1; 

→A inibição da atividade de NHE3 pela PKA requer a participação do co-fator regulatório 

de trocadores de Na+/H+ (NHERF’s) (110); 

→A regulação de H+ e HCO3
- pela PKA, via NHERF’s, reforça a existência de um 

mecanismo molecular. Vários estudos propõem um modelo para regulação de NHE3 pela 

PKA, envolvendo um sinal-complexo de proteínas, incluindo ezrina e NHERF’s  

(143, 144). 

 

Recentes estudos demonstraram que nervos simpáticos renais modulam a 

produção e o efeito luminal de AII no transporte no TCP, e que o efeito estimulatório no 

transporte proximal de Na+ é realçado por nervos renais associados à internalização dos 

receptores AT1 de AII, apicais e basolaterais (145, 146). 

Fatores físicos como a pressão arterial elevada na insuficiência cardíaca ou a 

distensão adicional das células das aurículas cardíacas provocam a liberação do peptídeo 

natriurético atrial (ANP), também responsável pela regulação da atividade de transporte no 

TCP. O ANP aumenta a taxa de filtração glomerular e inibe a secreção de aldosterona, 

renina e vasopressina, provocando aumento na excreção de Na+e H2O (77-79, 140). 

Finalmente, baseados em dados de Fisiologia Renal e Biologia Molecular 

disponíveis na literatura e considerando a experiência original do Laboratório na área da 

Conservação Renal, pretendemos: 
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→Mostrar, através da microperfusão in vitro, o comportamento funcional do túbulo isolado 

em protocolos experimentais de conservação; 

→Monitorar a morfologia do citoesqueleto de actina e a distribuição de receptores AT1 de 

angiotensina II, utilizando a microscopia confocal a laser. 
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2.1- Objetivo do artigo 1 

Avaliar, in vitro, a ação da angiotensina II (AII) e do losartan sobre o túbulo 

contornado proximal de coelho (TCP), através da absorção de fluidos (Jv), da avaliação da 

presença de receptores AT1 de angiotensina II e da morfologia do citoesqueleto de actina. 

 

2.2- Objetivo do artigo 2 

Avaliar, in vitro, as alterações fisiológicas (absorção de fluidos) e morfológicas 

(citoesqueleto de actina) em túbulo contornado proximal de coelho (TCP), após a 

conservação a frio 1 e 24h, com as soluções de Euro - Collins e Belzer. 

 

2.3- Objetivo do artigo 3 

Avaliar, in vitro, as alterações fisiológicas (absorção de fluidos) e morfológicas 

(distribuição e freqüência dos receptores AT1 de angiotensina II e citoesqueleto de actina) 

em túbulo contornado proximal conservado 1 e 24h com as soluções de Euro - Collins e 

Belzer, submetido a tratamento basolateral com angiotensina II e losartan. 
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Nesse trabalho, analisamos a capacidade de absorção de fluidos, a freqüência de 

receptores AT1 de AII, e também o citoesqueleto de actina em túbulos proximais (P1-P2), 

conservados por períodos de tempo em soluções eletrolíticas a frio utilizadas em transplante 

renal (6, 7, 9, 15-17, 19, 20). Numa segunda etapa, estes túbulos conservados foram 

submetidos ao tratamento com AII e com losartan, verificando-se os mesmos parâmetros. 

Os resultados obtidos mostraram que a conservação durante 1 hora, com as 

soluções de ECO e de UW foi semelhante. No entanto, quando a conservação foi 

prolongada para 24 horas, a solução de UW mostrou melhor desempenho. A própria 

hipotermia pode desencadear eventos lesivos para o tecido em conservação, como mostrado 

em diversos trabalhos (5, 6, 8, 10, 12). Porém, 24 horas de conservação a frio mostrou 

resultados diferentes entre as duas soluções, sendo melhores os resultados obtidos para 

conservação em UW. Na literatura, há relato de edema e deterioração do potencial 

transepitelial em células tubulares conservadas em ECO seguidas de aquecimento.  

O mesmo procedimento com solução de UW (aquecimento de UW de 22 a 37ºC) não 

provocou danos celulares (147). Assim, a presença de ECO no interstício renal, durante a 

fase de reperfusão (aquecimento), poderia contribuir, significantemente, para os danos no 

pós-transplante; inclusive poderia ser um dos motivos de queda de absorção de fluidos em 

nossos experimentos. 

Em nossos experimentos, túbulos conservados em ECO e UW 24 horas 

apresentaram diminuição da média de intensidade de pixel de fluorescência de actina,  

no entanto só os conservados em ECO 24h, mostraram a distribuição da actina de modo 

desorganizado, coincidindo com pior desempenho de absorção de fluidos. A literatura tem 

mostrado que, durante a isquemia, pode haver perdas da estrutura basal, da polaridade da 

membrana celular e da integridade da célula epitelial, causando perda da função e da 

absorção de fluidos (52, 57, 58, 60, 66). 

Após a conservação em ECO e UW 1h e em UW 24h, verificou-se que os 

resultados de Jv estavam dentro da normalidade e os microfilamentos de actina estavam 

organizados e com aparência similar aos encontrados em túbulos frescos, dando-nos 

indícios de que não houve comprometimento deste componente celular. Porém, os túbulos 

conservados em ECO 24h apresentaram alteração de citoesqueleto de actina, quando 

analisados por observação visual. 
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O citoesqueleto de actina é um mediador-chave para a transdução de força 

hidrodinâmica nas microvilosidades e está relacionado à alteração da densidade de NHE3, 

principal proteína envolvida na reabsorção de Na+ nas células da membrana luminal  

(55, 63, 148, 149). 

No transporte epitelial renal, o fluido move-se através das junções oclusivas 

(TJ) do espaço celular lateral e posterior do lúmen tubular com uma perda de soluto 

estimada entre 15 e 20%, a qual poderia ser aumentada em razão das alterações da 

membrana celular e das junções oclusivas, e também em razão da desorganização do 

citoesqueleto, eventos significativos que poderiam conduzir às perdas absortivas  

(50, 52-54). 

Os resultados de intensidade dos receptores AT1, em túbulos frescos (controle), 

estavam de acordo com resultados encontrados na literatura, com densidade e distribuição 

elevadas (98, 103-105). Em túbulos conservados 1 hora, os resultados de receptores eram 

semelhantes aos túbulos sem conservação (frescos), sendo que em UW houve um discreto 

aumento da intensidade desses receptores. Porém na conservação por 24 horas, em ambas 

as soluções, houve redução na intensidade de pixel, no entanto, somente túbulos 

conservados em ECO 24 horas apresentaram queda de absorção de fluidos. 

A partir desses resultados adquiridos de túbulos frescos e conservados,  

sem estimulação ou inibição por drogas, fomos investigar o comportamento de túbulos 

conservados durante o tratamento, pelo lado basolateral (150), com AII (principal 

substância vasoativa para a homeostase da pressão arterial e hidro-salina, citocina  

pró-fibrinogênica e pró-inflamatória, quando ligada a receptores AT1) e com losartan 

(clássico antagonista não peptídico de AII, agindo por bloqueio ao receptor AT1)  

(72, 89, 111, 123).  

Quando o tratamento com AII e com losartan foram testados, com exceção de 

ECO 24 horas, houve aumento significante do Jv na presença de AII e diminuição do  

Jv com losartan, demonstrando que, mesmo com o tempo de conservação prolongado,  

as células tubulares foram capazes de responder ao estímulo da AII em dose picomolar,  

10-12 M (fisiológica) e ao seu bloqueio pelo losartan, 10-6M. A estimulação pela AII e 
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inibição pelo losartan em células tubulares frescas, não submetidas à conservação,  

era esperado, considerando dados da literatura consultada (131, 133-139). No entanto,  

em relação ao tecido conservado, a literatura é restrita de informações, existindo poucos 

trabalhos que avaliem in vitro, o comportamento desses tecidos. São encontrados estudos 

clínicos realizados no período pós-transplante que avaliam o paciente pela diurese,  

pela evolução da creatinina plasmática, pelo “clearence” de creatinina (24 h),  

por “clearences” de outros parâmetros com marcadores radioativos, ou por análises de 

tecidos obtidos através de biópsias. 

Em nosso trabalho, o estudo do citoesqueleto de actina demonstrou que quando 

a AII foi administrada para túbulos conservados na solução de ECO 1 e 24 horas,  

houve queda nos resultados de intensidade de fluorescência em pixels. Entretanto,  

na análise visual, embora esta tenha limitações, notamos que a actina se concentra no lúmen 

tubular. No entanto, o tratamento com losartan, mesmo quando associado à AII não 

diminuiu a média de intensidade de pixel de fluorescência e, portanto, ao que parece não 

determinou alterações na agregação e desagregação da actina (56, 57). Na literatura,  

os dados sobre conservação de órgãos são escassos para estudos funcionais e celulares,  

e em especial sobre avaliações morfológicas de citoesqueleto de actina e de receptores 

AT1. 

Os resultados de intensidade de pixel de receptores AT1 em túbulos 

conservados 24 horas em UW e tratados com AII estavam mais altos e significantes, 

quando comparados ao controle, e neste grupo, a absorção de fluidos também estava 

aumentada, o que poderia gerar discussão, pois aumento de Jv deveria significar 

internalização e reciclagem com provável diminuição dos receptores AT1 na membrana 

(109, 111, 118, 119). Entretanto, há dados na literatura onde é mostrado que, embora exista 

expressão de receptores AT1 em ambas as membranas do TCP, experimentos em tecidos 

não conservados mostram diferenças nas taxas de endocitose e de reciclagem dos 

receptores das membranas apical e basolateral, assim como outros dados da literatura 

mostram diferenças na seqüência dos aminoácidos das extremidades das cadeias envolvidas 

no desempenho destes receptores (95, 103, 106, 109, 111, 113-115, 117-119). 
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Dessa forma, a explicação para valores altos na média da intensidade do pixel 

de fluorescência de receptores AT1, nos túbulos conservados em UW 1h, sem tratamento 

com drogas, e nos conservados 24 horas tratados com a AII, em ambas as soluções,  

vai depender de maiores estudos, analisando outras proteínas envolvidas na absorção de 

fluidos, como por exemplo, a proteína NHE3, ou proteínas envolvidas na manutenção do 

citoesqueleto de actina, principal responsável pela fixação dos receptores em espaços 

específicos da membrana, ou ainda, de estudos com estes receptores, focados em sua 

internalização e reciclagem para a membrana (56, 57, 106, 109, 111, 118). 

De acordo com dados recentes, em tecidos não conservados, receptores AT1 da 

membrana basolateral interagem com proteínas-G e inibem o acúmulo de adenosina 

monofosfato cíclico (AMPc), aumentando o transporte do Na+ sem internalizar, enquanto 

receptores AT1 da membrana apical submetem-se à internalização antes de interagir com 

proteínas-G e inibem o acúmulo de AMPc também, aumentando o transporte transcelular 

do Na+ (111). 

Estas variações de mecanismos poderiam explicar a densidade mais elevada de 

receptores AT1, no lado basolateral, em nossos experimentos, mesmo em presença de AII. 

Em células de TCP cultivadas, os dados da literatura mostram que a 

administração de AII aumentou a expressão de receptores AT1 (151), entretanto,  

a administração sistêmica de AII in vivo aumentou a pressão arterial, mas não alterou a 

expressão renal de receptores AT1(152). 

Em estudos usando modelos animais de transplante renal com rejeição aguda 

sem uso de imunossupressores, os transportadores NHE1, NKA e receptores AT1 ficaram 

inalterados; os níveis da proteína NHE3 e de seu mRNA estavam diminuídos; os níveis de 

NBC-1 estavam aumentados. Estes resultados favorecem uma redução na reabsorção de 

Na+ e H2O, explicando a manutenção de receptores AT1 na membrana tubular,  

como encontrado nos nossos experimentos (153). 

A absorção de fluidos diminuída com o losartan e AII+losartan, em túbulos 

frescos e conservados, com exceção dos túbulos mantidos em ECO 24h, estão de acordo 

com a literatura para tecidos normais, onde a administração endógena de bloqueadores de 
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AT1 inibe a absorção de fluidos no TCP. Isto mostra uma afinidade mais elevada do AT1 

por losartan, documentando o papel desempenhado pelo AT1 situado na membrana 

basolateral do TCP na regulação do transporte (107, 124, 125). 

Não obstante, a média da intensidade do pixel de fluorescência de AT1 está 

inalterada e similar ao grupo-controle (sem conservação e sem drogas), em túbulos tratados 

com o losartan e com o AII+losartan em todos os grupos de conservação, ECO e UW 1 e 

24 horas. Estes dados estão de acordo com a literatura que mostra que o bloqueio feito pela 

ligação do losartan a aminoácidos específicos do AT1 impede a interação do ligante natural 

(AII) com receptores AT1. O complexo losartan+AT1 não internaliza, por isso a densidade 

do receptor na membrana não é afetada (107, 111, 124, 125). 

Portanto, o losartan complexado ao receptor AT1, ao impedir a ligação de AII, 

indiretamente impede que AII seja internalizada e que exerça sua ação no tecido renal, 

impedindo também sua degradação nos lisossomos, o que deixaria AII livre em excesso, 

mas sem função estimulatória, e sugere-se uma possível ligação dessa AII aos receptores 

AT2, potencializando o efeito inibitório atribuído a estes receptores. 

A ausência de internalização dos receptores AT1, quando ligados ao losartan, 

suporta a hipótese de que a ligação de AII ao receptor AT1 induz o receptor a uma 

mudança de conformação para favorecer a internalização (107, 124, 125). 

A internalização dos receptores associados ao ligante é necessária para a 

reciclagem dos receptores, porém estudos in vitro, em tecido não conservado, 

demonstraram que os receptores AT1 que internalizam com AII, assim que retornam à 

membrana, estão incapacitados de interagir novamente com o ligante (AII), talvez por 

retornarem à membrana, desacoplados da proteína-G (106, 111, 124). 

Em conjunto, nossos resultados são consistentes com a hipótese de que: 

→As variações na absorção de fluidos, com estimulação pela AII e inibição pelo losartan 

em túbulos conservados, foram similares às encontradas em túbulos frescos; 

→Em presença de AII + losartan, lado basolateral, há prevalência da ação do losartan, 

inibindo a resposta estimulatória de AII; 
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→Túbulos conservados em solução de ECO 24h, não apresentaram absorção de fluidos, 

apesar da presença inalterada de AT1 nas membranas; 

→De uma maneira geral, todos os grupos experimentais apresentam densidade elevada de 

receptores AT1 e distribuição uniforme nas membranas tubulares; 

→A solução de UW foi eficiente para a manutenção da função tubular e da estrutura do 

citoesqueleto na conservação por 24 horas, diferente da solução de ECO; 

→O citoesqueleto de actina dos túbulos conservados na solução de ECO 24 horas 

apresentou alterações, o que favoreceria a hipotese da diminuição de fluidos por 

desfiguração estrutural da actina, embora esta observação se deva apenas à análise visual. 

 

Dessa forma, nossos resultados indicam que, nas nossas condições 

experimentais, na conservação do túbulo renal, as diferenças entre as soluções e o tempo de 

conservação utilizado podem determinar alterações morfológicas na distribuição dos 

receptores AT1 e no citoesqueleto de actina, proteínas envolvidas e responsáveis pela 

absorção de fluido (Jv) no túbulo proximal. 
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6.1- Tabelas 

6.1.1- Tabela 1 

Solução de conservação Euro – Collins 

(Adicionado-se apenas glicose. Sem os demais aditivos) 

 

Constituintes em  

1 Litro 
 Funções 

NaHCO3 (mM) 10 Tampão 

KH2PO4 (mM) 15 
K: previne perdas intracelulares de K+; 

Fosfato: para tamponamento 

K2HPO4 (mM) 40 
K: previne perdas intracelulares de K+; 

Fosfato: para tamponamento 

KCl (mM) 15 

K: previne perdas intracelulares de K+Cloreto: faz 

manutenção do equilíbrio químico entre outros 

cátions e tampão com bicarbonato 

Glicose (mM) 139 Impermeante não eletrolítico: diminui edema celular 

Osmolaridade 

mOsm/KgH2O 
320 Equilíbrio osmótico entre os compartimentos 

pH 7,0 Acertar com HCl 1.2N ou NaOH 1N 
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6.1.2- Tabela 2 

Solução de conservação Belzer (UW): Dupont & CO. (sem aditivos) 

 

Constituintes para 1 Litro  Funções 

NaOH (mM) 27 Fornece ingredientes para tampão 

KOH (mM) 100 
K+ previne perdas intracelulares; 

OH- neutraliza ácido lactobiônico 

KH2PO4 (mM) 25 
Fornece K+ para perdas intracelulares; 

Fosfato para tampão 

MgSO4 (mM) 5 
Mantém Mg2+ intracelular: estabiliza a membrana; 

SO4
2_ tampão 

Ac.lactobiônico (g) 

p/ formar lactobionato de K+ 
35.83 

Impermeante: previne edema celular; tampão; 

Quela Ca2+/ Fe2+ 

Rafinose (mM) 30 
Impermeante não-eletrolítico: inibe edema celular; 

Suporte oncótico 

Alopurinol (mM) 1 Inibe xantina-oxidase (neutraliza radicais livres) 

Adenosina (mM) 5 Fornece substrato para síntese ATP 

Glutationa (mM) 3 
Mantém integridade membrana; 

Seqüestra radicais livres 

HEA (amido) (g) 50 Colóide, minimiza o edema intersticial 

Osmolaridade 

mOsm/KgH2O 
335 Equilíbrio osmótico entre os compartimentos 

pH 7,4 20ºC 
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Aditivos Propostos 

Usados em transplantes clínicos com a intenção de melhorar o pós-transplante, 

diminuindo os danos ocorridos na reperfusão.  

 

Penicilina 40U Antibacteriano 

Insulina U 100 Geração energia 

Dexametasona mg 

8 Induz síntese lipocortina (inibe PLA2→AA: 

diminuição de ciclooxigenases (síntese 

prostaglandinas) e lipoxigenases (síntese leucotrienos)
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