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v cAlodo atiwvem as fosfoliveses AL,AZ o O, Deste alivavio,
Teva a uia hidedlise do conponsnte fosfolipdcdico da memnbaana

vl consequenhe  acdnulo e acidus  wWravos Tiwree, PR

aumentan ainda  wais  oa  permeghdlddade  das o wmembieanas dlan
celulas e da mitocdndrie, causando dano celular irreversiosl
terminandoe em morts oelular, Come exidsts ama eedusdo ole
sigtera calosio ATFage, o oé&loio ¢ 0 liberado  do esticulo
whidop lasmatico, & comno exisle uma perds de ATE ha um colapso
e polencial das  wmembranas milocencdriais »  wausando
rovamet e ef lurxo de chloio em trocs pelo sodio,

Curliosmamente, e corodises  oe hipotermia,

soprcif loamsnte nes  CElulas renadis, o demonstracy Glre
gfoartunademente no rim do oo ¢ do homew 0 sistema Jde Ma - K
GTFass & ative smbhore redurdide (1560, Deslta forma, a célula
renal mesmo em bipotermia sstd aplta a bombesr sddic ewm trocs
e potéssio mas  obwiamente da forme reduzida guando
comparadas a SR, Existem, diversgs ragles pare wsla queds,
Fodmmediramente. a atiwvidade da snzima Ma -~ K ATRase  esba
climinuida durante & Iipolermia, islo s Jdeus an Talto gue
durante o tempo da perfusio para & congervasdo renal, sxisls

umma cdiminuisdo nos niveils  dntracelulares de ATF, AL e AMP



provocsdo pela liminuicdo oda conuergdo de ADF em ATEF pela
e dme At sinletase gentro de mitoodnddeia, bla  s=untantlo,
walta reacd.. £ pouco influsnciads epela hRipotermia nestes
Ga sl aman Astim & vonwers®o pdo sstd muito allerada, wesmo
com 6 e sixamsl o da temperatura, Sscoundariawmsnte aconleoces
gus o NTF & transportado através  da membrana midocondriel
pare o «oitosol por uma  snzima, &  avdening  nuoleoticdes
Lranslocase, & este mesmo  transporte ¢ o responséuel pelo
trapsporte oo ADFP de  wolts parae dentro da  witocsndria,

I s

H-gE [0 entanto,  gue a aclernina nuleot i

trans locase € sensivel s frio, o gue limila & sws enbrada
e miiemancdeda  CREE, QR4 ). B conclie®es normais k)
cEnes racho de  ATE por alaum mecanismo n8o atings niwel
alto v witosol. dewids g @ua conuerso em ATF & AMP pela
acleni jato Kinase, ssndo gue nestas condigcles O AN &
gursdn - ddn eim acddenosinag Yue & porpedosl pela wenbrans,
mpuern ta=-se do meio intracelular pars o extracelular, Mais
adiae =, & adenosina deaminase, gquebrs &  adenosina e
inugiya e Finalmente wm hipoxantina, FAssliy O Pregursores
dos rompostos fosfetados de allae #neraie na conssrvagio sdo
perci bos do o medio dnlracelular pars o exlracelular o que
aoartala Ume diminuicdo de  produco e ATEF ou adnda mais
jwmpos  ante, limita & producdo da adenina  nucleotidsa 0o
mome ¢ Gdo transep lante, deixando  as cfiulas  desprolegicdas
cluranie as  condie®es normolermicas, Bata partse seria o
ansin chamacdo  "insuvitawsl dano  so drafo”  que & peculiar e

prous cade ainds durants o periodo de conseruvagdo, & Consiete



DL Zamb alwmwitto gue dews  ser dnvestigado cow o odntulto
de propor dovan Lionicas pard que ndo acontegs esie Tivo e
Chadeneragda,

Conbeerando—se  estes aspectos peculiares da
Leipguimiocea  wwai. - I compenenlts  eleterolitico e
soluectes,  LTem surgidoe na iiteratures as  assim  chamsdas

i

" meracyo cono € o caso da soluydo e

-

solueties ol hereed
Belzer ou os Misconsin CEED, Polas solueles diferentes das

e letroliticas  puras, contem  agora  comoa combinagdo e

foalatos ode alta eyl @ gy

sprosings alucanato ew lugar de
clorsto, lactobdonasto e potassic, Como agente Qumat Lo
rien e potéssio & substancis cololdosmatice ndo proleicas
gue & @ hidedr ado e amido,

Leia nowa solucdo monltade com mais conhecimentos
clee Brivpgulmics welular parsos e e Ledepte, sendo o momento
ailnda sibe ida a  testes para ver Sua agdo na CONSErUas a0
clinloa por emp o mais  prolenaade de dro¥os, Ao lado disto
wah & metrolo cubmmetica a difterentes condiclive wxperimentals
para tentarmus compresnder &  sua #¢d0, desta  forma,

LTl

propor aprincramentos na sua fellura o7 0.
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wilae, dsto dnoclui, o Controble doo medo

o organe las, st s Forma, pla  wst b

resp o der g0 MmELa intrace lular &

& e modu lagda das  roanlies, G

i @ snepatas neceassbdrra s oeflaiente

atuam prdwel de o membranas, comng & oo

L]

COm O bdacdn,

diseto, conforms a sstruitura da meombrang,

ima pocde  see efiaoiente na ti 4 W0

forma Jiferants quando wsl s atuando

Iy aduoasn,

mhranas = oweral et constitueidas e

2o erifelem wpuldnclase gue a conformagac
ronda  clependéEncia da o temperatura, Esta

ratura  doa mestigana,  pode:  altsrar o

#Nzima  gus  funolana Jigada &  esla

rtamento das reascles sncimdticay modidae

Arthenius (reasdo do oenzima cependente

descontinuidacds . demnonstrando gue

e wpergis de altivasdo oe um enzima

submestrida a badxas temperaltura, Moot &

av reacles  enzimaticas nas  meEmranas

1LY



mailocomdriais (LLG), na membrana celular, como sxemp lo a
Ha = K ATFase,  ernzimes ligadas  @os Microssanos & on2imds

ac  relticuio sarcoplasmdtico, assim  Como, WaArLan

PaeatMaes sanzimdlicrags cataliradas e diverspa gsiatemas
foae Lo danou
Existen diversos métodos para a medida oda

rmporiancia das  wvariesBes térmices sm membeares » om muitos

Canns 8 odescontinuvidade no grafico ode dethenive, parsce gue
e corte lacionas razoevelmesnte cow e estruyture  lipidica da
Hedilsran g,
Bma diferenca iontersssante sntre células gue
wibipeaivem o hWipotermia, conlera oflulss gue s5%o danificadas
s la wesna, 580 as  alleragBos snoontrades  nos compoanentes
S const i tusw é mamlbrana cedular, Entretanto, )
tomportamsnto da wmemnbhrana Celalar ao frio em termos  oe
composiedo gulmica ndo estd claramente sstabelecido, desds
juise al g O A £ i ceteclados aPEnas altwrarBes
snatitativas dependentes o logais de ligasdo do
Tomponente setudads ou dos lecais suboslularss oo componente
do o sistems ode membranass,
fissim, diwversos trabalhog tenm sido publicados
comparanco os sistemas de  wenbrarnes enm sspéoiss de animails
i Mibwernam com 0o que ndo hibernam, ou o oom outroas suepdcies
Bicldaicas qus 530 sepsiveis  ou dinsensiuveis ao frio (1607,
Eelws trabalhos, Twm wostrado gus as wmembranas lipicdicas s
comwertemnm da  Forme wel ou e oum estade liquido ocristalinoe a

Ui tipo mais  riaido de o sstrutura guando submaeticds &



fewperaluras mais balxas (567, Dlrscrvou~ae Tambdm, gus ssle
walavo male rioido ¢ alvan ado, ne  dependfnoia do grau de
insaturacdo dos Aidoe  warance, w o dos Tosfolipideos gue

comp e a wennrana, assim  come dependewn da capacidade afa

el ane e fixar ooleslaro |

Bgosim . guanto malor for o a insaturacido & 0 niusl

e colesterul, menor serd g lempsrealura necessérla para
induzier & fase lransitéeria na membrana Tipidica, Thesta
fourmea, nos  antmais normotérolcos. o sitema  de menbranas
clisgan ne 4ass transildria oom temperaturas entre 15 a Z5480,

For adtro ladn, nes  aniwals  gque  habernan ow oswm ontrog

gsitemas que  estdo prepacados para sobreuviver em hlpotermia,

siEam e

wara alizangar eate  w:tade transitdrico oo
Temperaturas muito malds bDaixasw.

concsicderactes fiwicas com relacsdo ao

comporltanento das menbeonas 830 relevantes, conslderando que
¢ owesto  energfticoe e o regulacdc dé&nica, que  sd0 estados
criticoe pava  a sobreu wugacia oelular, estdo direltamentle
Yigado as  respectivas wembranas  oelulares, Assim,  algumas
daw funeBes  que poden  ser alleraedas  dncluewm diminuigdo da
atividads da Na -~ K &Tiase, gus acarrsta queda oo potsnocial
e memlbrana, trocae oe e aslpdglitos intracelulares por agque les
ercontrados no meio & traceluler. levando  Finalwmente a0

fatas  ocorrem independentementes  Jdo

eolema oelular,
tempo de conseruvasao,
thiy oulr o Fato gue mersce ser Citado, & que na

senga desteas  altereifes eletroliticas, a ftranspoarte e

I

i



aminoaciados permanecs widvel sm fraamenloas renais por pelo
e (G 84 horaw, climinuindeg & prarltir desle  pericoTn e
L G @ T, e merece ser tambEm oitado que  a  Tara oe
adehosing ditogsfale (AN tranzportads para a mitocdndria o
temperatura sengluvel (B53),

Nesta forme , a Mipotermie a9 nes alividadss
relacionacas a4 mewmbrana, allerando & homsostasis owilulap
exercendo em conijunto, com oo dumento  da permeald Lidans
cedular um papsel dwportante na perda da wviaba lideds oelulae
rerigl durante s processoes de conservasdo, sendo gue outros
Taltos colaboram  oom sstes suidéncias embora  obheseruvados sm
oultros tecidos., For oexsnple  , a  fragilidads oswstice  dog
eritrooitos & maior Com o oa  diminuvisdo da tewpe - atura,

Tar relaclonadas COm A ENEryla Vitisrads efa

Farmoe NG
Dombras Londcas  dda memnbrana, Lemonstira~se  Taabédm, guws
o dn Loe o simoggnia podem libwerar proteinss cae odlylas
incliustioe ani lase, guamde esfriados  a 080, gt foZomo Lo
sicio ciamontrade qus  enzimas lisozsomaeals prouve: Lentes oe
lisossomnas intactos  aumentam com 8 Mipotermia, fL8m disto.
tem ge observadso tambdm edema mitocondrial com & gueds cda
Tequpreralura, Letws achados poden estar relacio ados com o
efwito da batxe tempereture nos lipideos das wmenbranas, ou
e contformasdo dos locals  de liagasdo e proteios nag suaE
raeapectivae menbrana oeldular,

O efeitos da temperatura nas membranegs, podemn
contribuir para  sxplicar 23 observsedes histy duicas  de

rebracdo de  oflules tubulares  repails &0 aumento oo lumen

"
e



tubutar qus  poden ser  observados en  ring pressrvaddos por
pe lodos ourtos, Latag  observactics foram caraclerizadaos
poc Faas e Farrant CL7E8)Y como ume "ceracterisltica warcante',
va consercacio  celular, Mo entanto, poderia tambgm ocorrer

FOss b bidledie i Mistologicaments, &) condiefes
fipotlernicas ne  rim dsolado.  as células  pudessan apap e or
edemasiada, devido avs  efeilos da  Ripotermis, T e
wuando submetidos & sitvasles dsosmoélicas (1394). Corrobora
Come eats Mipdtess o fato de  que a hipotermis por  agir
diminuindo ¢ atividadse da "bombe e sédio” a qual diminuiria
a piroduedo de AT em fragmentos renais, faciliteria a
et racs o daua, Lntretanto, durants a perfusio
cortinua, por  wvarios periodos,  as oflulas da  cortex  nl%o
incham 5, emnpbore exista un acdmulo e Adgua dursnte a perfusio
renal noe tesido cortical renal, elevando o peso do orafo de
0% a 0% ww aygua (22D, Dezta forma, para verificaer este
achiado, inwestigadores ulilizendo & inuling como marcador
de wolume e fluido neo espaso dntsrsticial e vascoular,
Dbesruaran-se gue  este aumento e aproximedaments 30% g
dewse a4 um aumento de Fluido no sspaso sxtracelular., Motou-
e também, gque o acdamnulo de Fluiclo neste espase eUorre nas
priomeicas 24 horas da psrfusdo s peErmansce 60 mesne pelo
ceslo do tempo wmedido ou zeie atd 78 horas ., A deleceo da
situacso assim  chamada de  "caragoteristica marcante! wla
coiula conseruada, ou o seja a conssgquents diminuvicdo do
volome dintracelular, ainda ndo  esld& wecolarecids, da mesma

forma como ndo sw zabe a ac¥o Jos agenies osmalicos que ndo

B3



permiten e att r@lulas & g schamaniem ne  perfusdo
hipolérmice oe orytos Mas no  entarto, o wedens AP ar ey
quancdo o tecido & conservado e traqmentos . Fortantio, &
perdla oa fungdo do rim ndo pode  so Que  peres sep
responsabil Lidade dnica oo Feromeno oo edistrilbutie®o  da
agua celular,  pois wstas celulas ndo esl¥o inchadas ate vE
horaes &  assim n¥o  dmpediriam o funcionamento tubular renal
1Ty,

Varias teoriaes tem sido utilizadas = de cerla
forme sem  bhagws sxperimentais aparentes para  explicar &
oragem do sassim chamacdo  quadeo histoldaico desorito  come

waracteristice wmarcante do  tecido o particularmeEnts g

velula renal, Assim aleribuil-ae gue duranle a pertfusdo com

soluetes eletroliticas @ presaedo oavdltice diminuida o a
pressdo hidrostdltlice alta, forcaris a =ntrada e Fluidos no
wepago  exltlracslular, B onegla sitvacdo  comn  ocorre o
relirada da press¥o oncélica  do capiliar, iato fevoreciag a
manuvtengdo do wEma Mo wepaco  irtereticial, OQuira
Possibd Lidaddse  gus Poderta  ser  aveitada ¢ que no  rim
perfundide,  onde  pods  faltar fluxo linfatico ocorreria
acumulo de proteina ou outras subslténcias com forsa oncetica
no o medo extravascular, gue peltiraria agua oo dntracelylar
admantando o edema dntersticial, oom consequents ciminuiclo
do wolume celalar,

Lotretanto, & conlrasss celular durants g
perfyslio rengd RPoderia  gep ConsEs gEncia da perda e

componentes gsndtico:  alivos da ceElule . devido & um aumento

&4



da  parmeakbddicache cha membrana celudar  induzicda pela
hipotermmia Substdncias como eletrdalitos, amninodoidos
n

cofalores metabdlicos o protelinas, poden wvazar'" para Toara

cla welula, diminuindo deeta  Forma a pressfo osmoetice e

coloidoesmdtica tntrace lular Fara cComnpenser, esta nova
giluacdo a wédlula perds Agus parag eguilibrar o melo interno
wom ¢ wxterno em termos Jde gsmolaridade, Deastas maneira,
o efeite dirseto da  hipoltermia na estruturs das membranas
Dialogloas lewvando & um aumentn da permeabillidade , poderia

e o responsavel pelo guadre histoldaloo renel relatado por

Farrant ,curante o fensdmeno o pressreacdo,

frlem  disto, 0 eecaps conbinuo, atrauvds da
membrane oelular e metabelitos, proteinas, ete & que si0
necessdrias para o melabolismo  sm siluacdo  normotérmica,
podern s 05 responsdusls pela perda o gde wiabd lidade o

SO

tecido renal apos longos periocdos de conssruvacio (2872 .

1,24, EFEITO DA CONSERVACHED GORRE A MITOCBMIRIAL

Durants & conservashio renal com hipotermia, sxiste unms perda
constants da atiwvidads mitoconderial, & taxa e consumng poe

&  suocinetio,

respiravsdo com DPNH ligado & substratos e
clecrease aw Lorno de B0% depolis de 3 dias (253 Ba

sctimulacdio da respiregdo mitocondrial pelo A ou  por
subistancias ndo ligedas o eetas wvia, também e roeduz em torao

clo mesno valor (S509 ) Hepois Jde 5 oias e prsservacho 80%



cu omars da o capacidads e pegpirac¥o mitocondrial et
Pretive wanle ausente « o conterole da respiracfdo milocondrial
el d o prs Licanents perdido,

Lxnelem diversas causas para a perda da atiuvidact:
mitwoes hial o rante & conseruvacio Mipolérmics,

Todos weales falores, poden contribuivr sm parle
para perda de atividacds mitocondrial durante s conseruscdo
hvipolérmica, smbora & aclo  dow &uvidos graxos Liuvres possan
g oconstituir  ew Wiie Causa  priwédria para &  perds sl
ativiideds mitoooncdiial, Tem sido demonstrado gqus og Acidos
araxos tem inagreros efeitos sobre & wmitocdndrias, sendo gqus a
guundlacdo  do  arupos acil,  derduvadeos  dos Acidos  graxos
Liv ves, dndbewm & fTosforilagdn oxidativa pelo blogueio do
trensports de AL para  dentro da o wmitocEndria (144, W a
aryasen destes Acldes graxos  livews, dados  obtidos indicam
Gile durante a4 parfusdo para a  consserwvacsdo pelio prazo
ap: ox bmadatwente de D4 horas poderiam catsar destruiedo ode
e de 30¥W dos lipideos Jdo drado (11370, Ma hiidraligse dos
%msfulipidwm% w o oworduras neuiras, wates wfo catalizadas
peLas lipesss & poden produzic &eidos  graxos livres a3s6im

g IR lisonfostatideos, sl sstes  prodqutos finagis oo

e et bismo lipildico potentes moduladores das  fungbes
Liatias & membvana celular{ 5853,

Assim, durante perfusdo ou no armazenamsnto
a fyrio  existe um aumento de  0éd a  LEQY o &oiclus  araxos
Li-ree na wmitocidindria (225D, Eete nduvel & moeilo maior do

i 0 necessaArio para  alterar a sslrutura o a Tuncdo oa



mitooendria, Fortanto, a0 que  patrsoe p pecanismo do psroa
cla alividade  de dtocéndrie durante a conservacdo pode ser
chewado as altas gaantidades destes &oidos graxos Liveres gus
geriam produzidos pela acdo des foefolipases ¢(34),

[hom o Forma o duranie & conservacio por perfusdo
conlinua cow  solueles coloidosmélicas por 3 diss, 08 niuveis
e Acicdos graxos liuess  oheegam & ewpr B8 malor o gus 0
controls, Durante o conserwvacdn pelo frio, com solusles
eletroliticves o niuvel passa & ser de 120%, Pesita diferenga
poderia ser  explicada pelo fato oy que o perfusdo continua
com perfusaltos conlencdo albuming, estes poclem  remover tma
certta quanticade  de dcidos graxos livres das cflulas, o que

nEo A guandao ©  rdim & conswrvado  por solugles

eleltrolitice:. a frio sem o perfusdo continua, & remnocdo oe
Acidos graxo: liurss pour parfusfo continuas podem lssar menos
as membranas das oélulas renails e eeola taluver, seias em parle
@ razdo pels guael a perfusdo produz resultados melhores paras
alguns dnwe: lgoedores  Qus a SOnservacdo esstaciondria a frio
o solusBes wiletralices |

Entretanto, vom o tempo, a perda de fosfoliepideos
limados a wembrana & 4 acumulesdo  oe &oidos graxos liurss
clurante a pec{fusiio pars congervacdo, pode tamibegm destruir &
vialbidLidads do rim,

Conjuntamente ao eferto destrutivo da conservagdo
gobiee 3 mitoacdndria, sxiste v edferilo direto da hipotermia
na fungdo ode ztas oraanelas, assin, abaixo de 1000 a taxa oe

reapirardo Jioa limitada pela taxa e wnliracda o Al gdentro



da mitocéndria (283, Ao gque  parece. nesle piluvel  de
temperdgfura o transports de  adenines nucleotiden alravégs oda
mambir-ana mitocondrisl esold enm grandgde part. suprinicdo devido
g indiniedo  Jde dama  enrima  chawmada,  adendina  cuclsotideo
translocase,

e translocesess, estdo localizadas na parte
interioe  das pesrlyranas mitocondrials desta  Fforma a
solidiftica¢do dos  lipideos da  membranas o 1020 oy menos
preiudican em  parle o funcionawmento da translocass & desta
forma prawvineg a rapide sintese de ATF, Consequentements, a

e lula Uit La T RTINS reao Pce GE rapidamente

refostorilada, A oacumulasgdo de A0 eoltimula o atividade da
adenilato cinsss, produzinde apsnas uma molsocula da ATH w
HAMF por duaes molifculas Jde ADF, A avnumdlasdo o AMF e g
climinuisde na oélula e compostos fosfarilados Jde  alta
energia (Carga enerdetica ) leva & wslimulacdo da formascdo e
oxipuring & & suprsssdo Vde nowo™ d sinltese de purina v a
perda na  célula e precursgreds paeare a sintesse de ATE (455,
Iesta formg, a diminuic¥o no nlwel e ATF pods seiimular a
desfouforilacsio das  proteines ligadas  a membrana  os quals
podem alterar a permeabillidade destas estruturas (F0),
Considderando o fatoe gqu- a hipotermia, (<1080
"pwe o wme™  limita & sinlese de  ATF & dmprovéduel  gque s
aumentarwos o ndusl de ATF ne o8lula. esls manobra possa wer
wfeliva na  conservasio, considerando o Fato de gue o fator
iwpoartants & g peeda de funedo mitoenondrial a qual & lelal

para a sobrsuivEnciea ode cglula,
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£r

&



Forisse,o  teawpo  de  retorne da alivideds
witocondrial ARFaS  CONSeruvasdo ¢ dmportante para a
sobrewivincia da  prédpria mitoodnadieria sendo este  um dado
importante gxbora no momenlo ainda continue desconlecido .

Aoslmy rins gqus perderar mals de TN e wig
atividade mitorondrial s¥o totalmente wviidosis, coamno Poode e

verdlticado pelos  resultados fTunciconais de rins perfuncdidos

por 3 diasg & trangplantacdos, Dewlts forma, um critdrio da

A 0 da manutengdo cle

Preaser acdo & longo prazo poderia
prelo menos  G0K da atiwvideds da  wmitocdndrial. Toalballhiog
feito paras manler a atividade mitocondrial nestes niveiac "in
witro" ndo  conseguiraw multo  SuCBSs0 FESEM, um ole e
utidizardn a nupsrcaina, um  ansstdeico local. aibe Andbie a
fosfolipage snddgsns mitoocandrial ga masterou Capay e
Freseraar o cantirole da crapr s docha b resp iralérda na
mitocendriae de  Flgado de rato por mais de 60 Moraes, a uma
temparaturs de O a 400 (2075, Mo esntanto, wu:es reayltados
ndn foram  obtidos por  outros laboratérios., oy lusiue oo
mitocéndriase dsolacdas  provernisntes de difereriss Lipos  de
animais como  pim de cowlhos e c3o e fiasde e rato e
creni L,

Foie outro lado, outros trsbelhos ter mostrade gue
trodariaoo mslo de  conservar mitocdndria &0 Luer paregs $og
utilivac8o de baizas tempsratura. fseim, «oeos comparando
iequenia quente  com dsguenia  fria, =m rine conseruados por

armazspamsanto a  Frio naEc funcionam  bBem s o {tempo b

lequemia guents for miito erolongacdo,

£
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Um cutro aspsoto oo problema € aue a pardas da
al. idade mitoconderial, durantse a conseruvacdo renal ao que
Prar e e ivun Lo an fogusfolipases, esla afirmes¥o estd
fraweacla o Fato de gus as oflulas penals conlém numerodas
Fon we de fesfolipases w estas snzimas quando originadas de
1isnssonos %0 atives em pH kaixos,. Iwesgta forms, isto pods
nho conteribuir  en proporedo  significante para e deyr adasd o
rlos fosfotipideos By rANg perfundidos onds o pH &
controlado,  mas pode e importante naw  tEonicas dw
conservacdo oo o rim armazenado a  frio, Mo entanto,
ey ieten fosfolipasws sm oubras membranas qus s3o ativas
i pi altos e tem sido dewmonsteado gque MURETO0Sa%
cyubst ncias podem  prewvenir @ atividade  Jdas fosfolipases
(1&1), mas che uma mansira  seral, estad também clewonslrado

que altas concentraclies deslas subetincias slo negsssariae

1 Ll R

para atuaren nestes sistemas "irn wubtro™ (242,181 2,

0 mecanismo o ac¥o destas substincias &
desconbecido mas  provave lmsnte a  acdo serdis  dewido ao seu
enuoluimento ne camads fosfolipicdica da  pewbrans nEo
permitinge a  asdo  de  oulros enZimas, an  lado  dislto &
waioria das fosfolipases necsssitam  ode célolo para a  sua
atividads maxima o Congiderande, que & Conservacan  pode
indurir alteractes no nivel de caloio intracelular ou  na
razdo entre caloio lives e oo c&loio ligade, ista pocls atuar
pas caroctertetivas oo ativas¥o das fosfolivases,

Gusim, considerancds o aspecto conserwavdo. G b= e

.

que & remosdo do cédloio livre na ceiula £ uma manobra



clifiail, e existe Lambén o fato e oue o cadlorio atua em
tmeortantes fungtes celulares, entre wlas & manutlencdo da
ceglula wndol-lial & por  sua wezr o dntegridads uvaseular
lesta Torme yoexisi e dados mostrando gque a  quelaclo  de
N S S R achl ¢l par exemplo  LITA  ac  perfusato para
cornservasdo  produziu deatruisdo em faixa cla Calmada
encdotelial do  vaso, Desta forma, & inibi¢do ouv a ativacio
e fosfolipases e gtividade mitocondrial continua ainda um
aesunta e aberto nes estudos de conservasdo renal (527,
Finalmente , todos estes dados demonstram ce
Jorma inegquivoza que a conssrwaedo do sistema mitocondrial ¢
e wital dwportdncia pare o manutenegdo de um &rg¥o Wi auwl

para transplasante,

LLE, S~ COMPORTAMENTO BO ATF Mé COMSERVACHD REMAL

1,

Eeld bewm sstabelecido o fato de que, o ATE &

Neoessa LU para  a sabrevivéncia  celulae. Sabw—se Lambdm,

que a  ceglula pods  sobreviver por uvédrios periodos de tempo

com niveds beaixos de ATF & no fim de B4 horas eslte enzima

et d multo Daixo ou  seis exisle  uma diminuicBo de YOY com
relacdo g normal.,

Mo entanto, rins conservados com baixos niveis de

ATF, &1 condiclies  hipotérmicas, as odlulas permanscem

viawelis por pelo menos 24 a8 48 horas, podendo aloancar atd

To hora: eloalguneg  Cas0s. Assim, noe rins pressruados por

03



perfusio continus. © nivel e ATE frequentemsents diminuid
curante o dndcro ceste  procedinento & avnenta & niweis da
O, parg 0,7 M moles/g de peao oo durants & perfusdo (0D73),
Letes nfuveie o wmanlidos por ITrée odiss, sesuwinco-e ode uma
iminuwicdo ltotal cla adening nuc leost Ldeos ChIr @l - i
perduafo,

As medicdas da relacdo entree niveldls, de compostos
che alta enwrgla ewn rins Cconservados » o a wiabd iideds do drado
sy SU L pelo interssse  sm saber gual 8 relagio entre os
pniveds o ATE oomparadoe o rnduesis b adening nuolsotideos
totalys (TAMY ou seija a carge Jde spegia para a cdlula (82307,
sierrcder G patads  trabelhos sugeeen uma correlscedio entre a

wihiakrd bidacde oo riwm e o TaAN, Espera—se, qus a oore lasdo
sntee a  wiabilidachs <o wiwm v compostos intsrmectd s ios s
allta enwragiasa se correlacionem mais de  perto aos novueis Jde
TAM do gus ao e ATEF . desde gque a wiasbhd Lidads deende da
capacideds da célula de  regensrar ATFE apds a repsefuclfo m
normolermla, Fara sywcutar soeta tarsfa » para A 1
%anmbra seja  eficientes a cdlula dews ler precursoreys para a
sintese oe AT cowe ATF & o AMEF,

Eetws achados levanlam  uma auestdo ques & a oda
Necesaidacds dee manter altlos niusis de ATHF na odluls para Una
me Lhoy presspoacda do srgfo Bmbora, ainda ndo saia uma
resposltla direlts prara este guastdo, existe aluumas 0 ddcaglies
importantes de  gue 0 niuveds de  ATF deuvssn sslar s=leuvados

1,

para gus  exista uma  boa oconservaclo, fi orazdo nday £ w

vlependents Cdos niveis  disponiveis e ATF para fornecer



Bhergla  Para as  reavlies, mas  também odewido & oulras
possive s asles do ATE dentro oda célula,

0 ATF tem um =felito slostédrico em varias raagles
enzimaticas &  sobre seus meltabdlitos ADF & AME, liesta
forma, 1ualyue; modificasdo na relacio destes componentss,
e g GEREr AP Uity él alteracia ELa3: warios sistemnass
metabdlicos (132, Bmaim, a quebra no sistema  adenina
nuclentidens para  ogxipurina pareos  ser dependsnte de Carga
eqrerattioa (0 ATE + 0,5 ADP ) /7 (Tak), Uma diwminuigfo desta
raz¥n estimule & producdo de adenine nusleolideos com perda
nos precursorss ce ATE pela odlula,

For outro lado, existem tambdm swidéncias gue O
ATE & necessdirio pare & manutenedo e forms apropriada de

e funcionais oo sistensd e membranas,

aspsctos wmortolon
Gas im caracterfsticas worfoldégicas & e permeabiladecds da
mit achndria podem  ser alteradas pelas adenine nucleolicdeos
CLO, mesmo na susgncia destes elegmentos no clolo energdtico
mi meondrial, Uma inlarpretacd3o para ewste efeiteo da adenina
huulwutideu serla o sel envolvimeto  na manutengdo oy uma
relagio morfologica contigurazional whlre as vhrias
proteinas da membrana & 6% seus componentss lipldicos,

Testa formae o ATF tem sido demonstrado, como
cas ar e ciminuier o  Fragllidade dos  lisossomos em warias
sl wacles gue  poden provesar @ ruplturs W taluéz possa Ler
Ll papsl twporltants na egtabiilizacyo ol el ar &
li- pusomal,sencdo aus ssta eatabil lidade dos liscseomos pods

soo dependente do ntwel de ATE intraceluler (2433,



A indicacdao mads Forte ds dmportiancia do ATF na
celuls,vieram e trabalthos em eritréocitos, Em uma serie de
eutudos varios inuvestigadores mostram qus a8 Jdeplecdo de ATH
e oeritrdcitos,  esxpusesram 0w fosfolipedes das  wewnbhranas &
Tosfolivasss, 0 aumsnto de hidrdlise de fosfolipideos foi
Lambén correlacionads com uma gueda no niuel oe fosforilagio
clas proteinas plasmaticas das wmemnbranas (903,

Fstes ddados, sdo intwressantes, tendo em vista
gque & acdo das fosfolipases possam $8r A responsduels pela
perda oda  atiuvidade witocondrial durants & Cconseruagdo .
Newicdpy a isin sugeriuv-se uma exp licasdo para alguns achados
pus

recentemnente  publicados, e que o rim dsguémicoe de S50 wra

e Lhor eonservado e o perfusato conltivesss, OTF 1 prapal

do ATF  no caso pods ser odevido @ manutencdo da Ffosforilacio
das proteinas  da membrana  celular, dificuoitande & lesdo da
memnbrana devicde ao processo de congervaclo (1495,

Sopbre wshe aspecto seria intsresszante saber; s
os sfeitos da ATF ne perfusic sio mediados fora da membrane
ou e o ATF tem prineiro gue penslrar e mwenbyana plasmatica
para ser efetivo nas membiranas Jdas células intactas ou se wm
condicles  pormails nao neceasilasss shtrar e s
intracelular, Mo entanto este Paciucinim pods ndEo ser
verdadelro constderande o fato e gus a disguemisz ou &
ropssrvacdo induzem lesles no Srado. que poderiam  abrir
canais para a entreda e &TF,  Assiw, para gue 0 ATF possae
ger eficar nos processos e conservasdo por Lempo prolonqadcio

wmile cleveria  ser sup lementado, poids, como  fFol  demonsilraclo
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anteriorments, exislte uma gquebra de ATPE para oxipurinas nas
erfusfes  sxperimentais de i, Meestas  condigfHes a
Bricerdlise do ATF LTawbéwn Litera Hty 2 0 perfusetlo terd que ter
uma capacidacde  tampohantes parda prevenir uma possivel gqueda
Ao pH,

Exigtem trabalhos, e CUTEEE0, abijstivando
aumentar o nduvels de  ATF nas océlules  renais  duranls g
perfusdo hipotérmice |, Betes trabalbos solbee sup lementagdo
de ATE, eatdn  hassasdos nos  trabealibos  Jde Lund SRR
dewmonsteraram gus  Com uimn aumento e oito wsreas no ATE e
celulas hepalticas  ipcubadas cow  adenosing em  situaegfo de
normotermie, estas s mostraran meltabolicamente meis ativas
CLA8 D, Mestas condicles, sumentando-ss duas vezes o ATF ag
v lulas tubulares rensis LambeEn mostraram-de funciona lmente
me Lhores | Letwe resultados tewm wstimulado U girrande
Rdisr o de paaguisadores em manter  nilusis de ATE aumsentados
em  rins perfundidos e situagtaees  hipotdérmicas  ou am
fFraamentos de  cortex, tambdm  =m hipolermia, psla adiedo ao
meio e avlenosina, inosina & Mipoxantina (&35, Tm gwral osg
avhados destes  sxperipentos nestas  condigbes tem  dncdicado
que a L1080 ou menos exiete  apenas um pegueno sunenlto nos
niueis odse  ATF, Aorazdo pare ogue isto ocorra, pareos estar
relacionada com o fato o gue  come citado anltes a 1020 ou
menps a  taxa e prodoeio e ATEF em mitocéndrios de rim de
- T ITimitads pela taxa e transporlte <o adenina

nuc legticdes transliocass para cdentero da mitocéndria



Ewm paesumt, & orpacidacde da cdlula s manter

nivel ocritico (alusimente descontecido) de  ATF  pode e

mportante na manutengdo da vishi idade por tempo prolongedo

Ao iy o diversos molivos, ndo tolelments relacionados

metateg Fdoos dos &TF Mesla forma, alloe niueisy

ansg nivelis
e ATF au proporeles adeguadas de adening nuoleotideons pocdsn
ser oriticos péara @ manutengdo  das  relaees  entre  agu
petiruluras  celolares, cone  por exenplo a8 estruturs Sa

memlicana celular  auxiliando na manutens3o de um squilibrio

metabdlico widvel para a oélula renal,

Loa.é- METABOLIGMO ALROGICO B CUOMSERVALED LE GRGRD:

Tem sido discut:do, embora de foarme divergente,
gus & perfusao continues  do Arado com bomba poderia gep
shale bDenefics gue a perfusds o frio com press3o hidrostdtics
B FrmadsnameEnt o sem pardos Ho, Assim, nesla condigedo,
acredita-se auw  a  perfusic fornece de  formae  constantws
substraetos que podewn Qerar energia por oxidac¥o ao rim, aldéw
e um Forascimento constants  de oxi9Enio para  a asraelo
aeroldoa ce AT, Mo entanto  indmeras consideractes bDaseado
kit trabaslhos cient 44 doe oy o adegoadamenie,
cemonstram gquse 0 metabolisn . gerdbico ndo & particularments

importante para & conservagiio, pocleando ser ate um fatoe

Liwitante na wviabid Lidade o«




BoeXposicdn @ altos niovsis oo oxiadnio tem oo
clemonstrado Téxioo  para muilos Hrgfos o sistemas relylares
Y0, O wecaniswo  che toxidade a0 oxiafnio ao gus B
et d envoluido & formasdo de racdicais rices em elétrons o oo
granche reatividade,  dtads  come radicais  lipidicos ou oo
chamados dnions  superdrido (S17), Oe perdridoes liures tem

nwostrado  tdxicos para  a¢e mitocdndrias o oulroe elztemas

cles memiranas, & exdletem un goands namero oy demonstiracfes
cha toxddads oo 02, Assim .,  =m oum  destes estudos, os rins
foram perfundidos  en condicles Riperbarices com o axiafnia
ou hdlio  , Mestas  concdic®es o A perfundidu cow (5,
funcionau wal  apds 24 horas cow  ralaclo ao hélio, Fod

chemonstrado tambdmn  que a  perfusdo renal <o rim por 3 diass

com  alte  concentracdo e ordiadnio diminui e alividade
mitocondrial e homogsnalo de cortex, © gue poderia suneries
guw o efsito do oxdigtnic pode limitsr e forma importante a
CONSErUALSED renal  por lempo prolongado | Telo poderia ser
chewicdo ao  fato ode 2XPor 0 cdm operfundicde a concentractes
ce ar  amblents ou  de  oxiggnic puro, situactes sstas
peculiares & ndp Fisioldgicas (254D,

Teoricaments » BRIsle  um Lhadxo conswwn ode
oxigénio pe  situasdo de hipotermia pelo peréngyima renal  w
nestas condiclies weperava-se que a FOR intrecelular poderia
g aproximar & FO2  do psrfusato, Baseacdo nesies aspeclos
obweruDu-s2 qus nas perfusBoes hipotdrmicas com o ar ambients
alzanga-se FOR de 100 a 150 mm Mg, snguanto gue sm condicBoo
A

cer noemetermia sncontra-se  FOD de W Ha " Forisso,



durante a hipotermia a cflula & colocade sobre altas fensBes
clee FOE dslo & de 20 a 30 uszes aldm cdo normal, aumentancs &
capacidads doo oxdgfnio de  doduzir perdxidavio  sensiusl 4
tewperatura, Destea forma . durante as conseruvasfes por 2 ou
F dias  Ou waldn dewe QOOrTEr um  aum=nto na  Formasdo e
procdutos tdxicos fimais resultantess s peroxdidacfo (32,
Gosim , nestas concieles, foi obserovado um avmenlto de Lrgs
vegss, g niweel de owmalonilaldeldo no teoido renal cortical
congervadt na presengas de oxdgfnio por 20 dias, Haseado
nestes aspeclos fol  recentemente  deserooclovido um perfusato
(24 que  permite uma  conssruagdo por 3 dias  COm SUCESSO
usanado nitrogfnio  Como fase  wasosa do perfusaby (R4,98 0,
Mestas condio®oes, obeervou~se  gqus o perdusBo nitrogenads
com un perfusato contendo  vma albuming huwansg Clorada oomo
lagrgw, resultou numa  reducdEo do o pH de 7.5 pars &,7 apds 3
clias e perfuosdo devido a acumulagdo de doido latico, sendo
guw Bt ring expostos 8 entas condisglies pn¥o funcionaram
dpots o transplante, For outro ladoe, & preservasdo de queda
clo pH o pels mudangs do perfusalo no segundo dia, resuliou na
sabewouivdnaia oo orgdio,.  Ta mesma forma, wxeerimentslmente a
substituilsdo do clorsto por  alucornato, um  Sndon grande e
impwrmeavel, pode-ge  obise 3 dias e conservasdo sem quecda
oo pH e osem mudanga no perfusato (16D, Estws  dadosg
resultaram e pedquisas gue mostraram  gue rins perfundidos
com estas soluglies funcionaram muillo bem  atd 3 ddias  Jde
Conservacdo cam fases wassosas e nitrogfnio ow oxigfnio.

seicdoe  que  nestas condigles wma  andlise  do onpluesl  de



paroridacdo lisfdica  ingdicam gus perfusles com nilrogénio

sEeccie e e dbor a formasEo Jde perdxidos de orowem lipidica
Povoovbro lado perfusles  com oxdiwgSnio induzew um aumsnto 3
L et SR e chae paedaiclos - Lipldicos guancdo compararios
com s per »fundidos com nitrogfnio, sendo gue Foi tambiém
geeleaztado outra alleraco metabdlice mostirando  ume
climinuisdo na formagdo  ow malonilchialideidoe nos rRNE
perfundicos com  ditersntes tipos de  altnosferas Qasosas,

Mestas condisaBes setudadas, ao gde parece 0 Nivel de adenina

nuc et iden, elstrdlitos o gtivicdads mitocondrial, wio,, s%0
o lalivamente s mesmos s Cada pressdo atmosfdrica, Frore
grtro lado, ten sido demonstrado enm  corfex de coelho gus
aitos nluveis oe O C(FOR em torno de 0G0 min Ha)y aumenta ©
miwel oo gdenina puolspticdeos  sm mitocdnadrias smn condieleg
ciao perfusdo e conssrvasdo  hipotérmica, Lsls assunio
coarnhkdnua braslanle controuserss, poLes  oubros autorss nEo
Crmsevaram estes  cados oewm eins ode CHo  conserwados wm
condiefes sema lhantes Data divergéEnaia Tagluwzr swia dewido
s fFato e haver  cosportamentos fisioléaicos diferentes
sntre animadis, Asslm, sabe-se que 0 AN sslimula a tara de
Ceespiracdo da wmitocéndria cortical de Ccoslha a gual seria
gescontinua eabaixo e 1020, mas por culro lade no odo esta
carada ooores a8 maiys ou menos  1TEC, Desta forma, &
altocéndrlia do rim e coslhio pods estar wmais capacitada para
levtar & fosforilagao oxidativa meswmo em condle®es de baixa
Lemperatura auvando  comparada com oa do cdo, Lorraboranco com

sty fato, exdeten swidénciaw g o ceslho Lewm um



comportamento mals  pProx.mo el animails aum caracteristicas
fviwernantes, guiandc coomlas o dos A gty o aNimails e
g e st agEo pornolérmicos. 0 gue ode certa forma

diFiculte comparagtes  &m Lermpos e conseruedo ocom 0 eim

Pl TRé b

LB T- ESTULD DE CONGERVACAD REMAL COM DROGAS:

0 conceltn de prewsnilr 8 parda Je viahi bidadle
cwlular pelat  suas perapectivas durante & conssruacdo Com O
uso de  dirogas ou o eultron compostos  em o animais e no RIS SLEA ([

Mo ertanto wsla

tem sicdo  motive de  wmuitas inwvestigacs
Area einda ndo wsta a copdietes adwquadas e avaliacia
ciantifica, Far  outro  lado  existen trabalhog ssparss
moetrando gue diroamas  ou outros agentes gquimicos wolozados
s perfusetos  slelroliioooe  ou Lombeados  no  arado  para
CONSETUacEHD , Lew musi cado @er Dapal e aumsntar o tempo
de conservatdo.  Bassado nesltlas anpwotos , acredita-se due O
me Lhar efwito bepgfico serla o pré-tratanento do dosdor  Lom
Sl omas a4 conservacdo  da rim,  Meslas condisfes eule
procedimento terapgulic cheonge G e and L cko indcia lwente,
para sfvitos praticos, da  diminuicdo da lsquemia quants, a
gual psrmitiria Wlha  conRsseuvasdo mer LG s concdiclsg
Hipotdrmicas (RO4L),

Farisso. m itos centros ode tranae lante Fazei UK

pré-tratamento do clogcdnr cactéoney 20 vawstdil lataclorss  pé&ara



Prevenir vasosespasmno, ou  otilizam a cloropromazing  para
poodtizir vasodilatacdo e azoim por efcita indirete ou direto
golbre o wélula ,  prolege-la dos cavos da  dsuuemia gusnte
CRE, G
Alualmente , deogas oo ouii g tratranentos quimicos
do rdw durante @ conssruvacio wetXo beswados na idéia de que
durantle @ conseruvacio Qo SraXo Goorremn alteracles colulares
que BE0 wviabilizam & sus  rewgsneracdo. mac que poadardiam
giletlr substincias  capaz de Favd-las  antes ou apsés o
transp lante |
Ieets  forma a supreselio  dJe allwragles
degensratives nas células por inibidores melabdlices ou por
gatimuladores ative do wetabolism: s%0 as Frimeiras manobras
para  ltratamenio do o rin durants  a  conservacio e
clificuldades nessa linha, ssbarvam eprincipalmente ne nosoa
Falts de  conbecimentos bésicos. npe que s refeps HOB
mBCAnLsnos qus  leug oorlm e perder e s0s wiabd Lidacde
durante a  congeruasdo . Assim, 1%0 sebemnos qual o pProcesso
metabdlico qus necessita de indbic¥o ou aquele que necessita
de sslimulac¥o  no processo  de conservaclo. Ao lado disto,
dronas qus  suprimen ou sstimulen Processos metatidlicos na
normotarmia podem ndo agir  cu n¥o  serem eficazes na
Fipotermia, Outra complicacfo o Burge, £ o fato de que au
deogas gus ativamenle suprimsem  Umna reacHo metabdlica podem

v toxicas para um oubtro detalbe do metabolismno el dav
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N LETARILIZAGHD DL MOEMBRANAS ELLULARLES NA COMNSGREVACAD

RLMNAL -

A perda da antearidade da membrane pode ese um
ol PR e L 0% chef el tos Provocados Fela CONBETVatED
fripotérmica & pods swr dewido as ssguintes Causast
1- Degradasdo de componentss ligados a esltlruturs
chad thembeana (fosfolipideons ),

s Ruplura da membrana por produtos finais oo
metabolisno Cacidos graexes livess) provocada pela hipotsrmia
comn consequents aberturas de Canaeds ou poros lsuando a saida
v metalbd litos  dwportaniss e perda  oé  dntewridade  dos
sistewmas e memnbranas  plasmatica, ligossomal, nulear £
patoconadedial,

Trabalhos nesta ares, tem demonctrado gque um
granide namero de substdnocis podsm aumentar o estabid bidade e
cembranag dificultandoe a sua ruptidra ou subist dIncias que
podew cddminudir & Fragilidade de lisossomos  eoxpostos a
condleles Liticas (243),

Dmbaora n%o haje provas suficientes de  que &
ativacdu das enzimag lisozsomais ocorra cdurante a hipotermia
wowe correlacione dirstanents Comn o a perds o conssruaco do
wecida renal, exriaten dados mostrando gue ME um aumenlo no
perfusalto de  enzrimas do lisossoms durante & conservacdo

REICH DN



Entre  weles weludos, podemos citar,0 achado
CaOrd wm outro sistema, que oo eritracitos s¥o facd Lmente
Bemolizados & Lemperaturas muito Baixas & gus wsls hemolise
@@ Que parece eosld correlacionads com o efeito de frio sobre
08 dipddeos  da wembrana dests celula, w possivelments com a
conformacdo das proteinas ligadas a membrana, Exictemn dadog
na Literatura, gque demonsteamn 4use varias substincias  com
conposicles  quimicas  diferentes 30 anti Memoliticos  a
baixas woncentraebes sendo aue entre  eztas subsltinciac
incluem=se anestésicos & fenotiazinicos que provaue Tmsnt e
agem na wstruture deos wmembranas, Desta forma, imaging-eas Huwe
s assim  chamados modificaedores clissicos e Vipideos como
oz antioxidantes aumentan a fluddibilidads das menbranae s
bhaixas temperaturas = A lygung CAE0S aumentam &
sobrevivéncia de cultura de célulaes colovadas e Fipotermia
SO0, Mo entanto, o wecanismo e a¢d0 destes agentss ndo &
conhecido mas  poderiam ger investigacdos e teriam condiebes
de aumentar a gqualideds & o tempo e conssruacdlo rengl,
Baswado nestes aspectos achamos que o uso oe
drodas na  conssruvasdo renal, poderd se tornar no futuro um
importante insiruwmsnto para se conssguie mailor wialol 1idacle

e dlular

1.2, ETEITOS VASCULARES LA HIFOTERMIA.

Durante & hipotermia ocoorre edema oo eidoldlio

Masular, assim cono pods ocorrer em oultras cElulas, para um



determinado periodo de disquemia, smbora o wsipiamento por i
consdigta num fator  proetetor  contra o fendmeno e Vno
et tow', Lates  achado. e consists na serdia oa  maior
ewidencia que o fepndmeno de "no red lw" ndo ocorre por edema

wpalotedoad, Fini Laal 2 I Légrnicas oe  consersuss o

atilizands solulos fmpermeantes auxiliaw a proteger do edema
endotelial & deste forma ag allera¢Bes selruturais ndo 3o
uime fato  dmportants ne  conservasdo vascular renal, para um
grands namero de p@aquig&doregﬁ

Entretanto recenlements Andrews & Coffey (9)
descreveran alleracles importentes, com ruptura o sndotéelio
glomerular depoils  desle sxposto por 24 hores a O - 200
necrass endotselial  womplets depois s 48 hordas  em Pins
conservados en soluslies ulilizadss pars culturss de tecido,
Mo entanto  estas lesles  eramn extremamsnlte  alenuadas com a
solucdo e Colline, mag meemo nestas condicBes apde 48 horas
as alteraglies  endole Llais wram  extsnsas, HEilizando-gse da
mivroscopia e e redura chemonstrou-se gus a8 mENEres
altwrasles <o endoil: Lio wascular rendl coincidiram com rins
funcicnantes, Ao cado  disto. ring  oam 24  horas e
COnsErvacd0 mosltravar uma membrena  endotelial normal com 3
dias  bestante fenssirade e cowm 7 diss a membrana endotelial
e g sems lhants  a uma " folha de papel" perdendo todas ag
suas varecleristices morfoldsicas, Mo entante os poddoitos
epiteliais ararenltavem  ©3Tar NOrmais  mesmn apds 7 dias de
Conseruagio BBV Y cimbiora cutros  pesquisadores mostren por

ER I SR B ot o] O sletrdlica mador ndmero de  microui losidades,

’
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cojdelanclo-se  na Capanla e Bownsan  oom s porddoito
deseioo Lusndo Indmeras protuberanciag clef grtiarn oo 4%
caraclericticas normais deslas células endoieliais CElT LB,
Alguns dnuvestigadorss acham que g eecolha oo
colaide para & perfusdo tem um parel importante ns oot s & o
o endotélio contica a Iwudo uwascular . doweim, 4
substituicdo de albuming por dextrana ceusa les3o importente
no epdotelio apds B4 horas de perfusBo a 1080 , o mesmo ndo
ocorerendo com & gelating polipeptidice "Haemaow " CL7E S
sendo nestes  condieBes a  slbumine purificada o melhor meio
cde protecido (179),

Outras autorss, encontraram lesBes importantes
depois do transplants, com  ruptura do endoldlie gionerular
com deposisdo de plagquetas e Tibrinag ne membrang hasal de
ring perfundidos por menos  de R0 horas, Betudo:r reaslizados
posteriorments mostraram que setas  lesBes eram dependentsc
de pressfo de perfusfo dsto &, auanto maior a precssdo, maior
a lesdo v que os fluxos slo menores na cortex ¢ ofunds o na
fredu la Como e isqusmia normotérmica (103,23, Heslas
condielies ficou  ltambém esuvidenciado que as  hewndcsas e o
erdotéElio dnteragen & gue as plagustas sdo vitals npas
perfuslizs a 3780 para a integridade do endotdlic (17%, 1889,
8382,

Desta forma, em termos préticos pde-transp lante
serla Intereagants  fornsowe an raceptor substinclas  gus
diminuissen & atividacs plaguetaris como  por exemp Lo as

rrogsltlracidinas smbxoara tenbia uida wmEdia curta (70 minutos) s
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produze hieotensdor  oultros  agenles poderiam substitui-ia
COme e uroguinass Cativador 0 plasminogfnio) gus previne
cleposicdo de Fibeina,

Detes agentes pringipealmenls @ vroguinagse e
mesteado e elfelive prdincie. mente com oa soluslo oe Collins
conme conservadora do o pam o de cfo, Mestas condicBes  ainda ndo
foi lestads & sssociacdo de uroquinsss o prostaciding.

Letas consicheragfios morfoldaglicves vasoularss renais
a¥o dmnportantes, pidncdpa nents  para a interpretasdo  cle
auadgros istolaadions no pos-transplante dimediato onde aw
o less e releledo  BHO fesquenltlemente  degoritas  como
alteraclios wvasculares a8 quaiz poderiasm ser dewvicds apernaz a

problemss teonicos na con-erwagdo do rdm para o transelants,

4¢



1.3 CONSERVAGAD NORMOTERMICA DE KINS

0 uso JdJa normotermia ou de tempreraturas acima ce
200 para  a conservasdo  renal, ndo produrid etd 9 momento
retsultados zativfaldrion, messtrr para o bog pesiodos ol
congeruacdo, Recentements, mostrou-se gue & combinas8o e
conserwvacdn hipolédrnicse  seqauido oy um periodo  curto e
pestfusan normolérmics com sangue teolal  Teus  sUCess0 1
conservasds renal L A tdondoe consiste no sesuvinter rins oe

e hapotermia por 3

CEHO sd0 0 conservados e Laombas pulsdte
digs & & seqguir  perfundicos com sangue tolal atreavds da
conexdo 4 outro o por 4 horags, nestes condig@es o pdm fou
aulo transplantacdo com sucesso & Clvoo Jde seisg cles, Fara
efwitos de  praolocinio poderia s suor a0 contracio do
atirmado dacime, Gl B ], farendo-se < horas e perfusdo
reesr ol Somdca o sangue  total poderia lewar o rim &

i oa conserus o do por mais 3 Jdias em

Poondisfes normais’
corpdieles e hidpoterwmiae possa e ey La foarmae  ser  me lhor
toleracda em termpos de conssrvacdo (2370,

Mo entanto, =stes procedimentos %o comelicedos w

dificsis sob o ponto de wista pratico para vbtiliza-lo no

um perfusasto puds

G B

tranep lantsy olinioo, Be s,

paraperfustses normoldrernicass por 4 heoras, a manobra citada
acima, poderia funcionar come  um posslusl metodo 3 R

desenugluido, para auxiliar ns wiel dlivavdo ge Lteonicasn

soleguaclas para conssruscso renal,

snuoluido para subgtituir o wang. s  total v  acdaptbuel



1.4 - RESUMO GERAL DA INTROLUGHD

Apds eata apresentacio geral, aorediltamos que o

decenuoivimentlo  oe Teomicas ole CONSEruvaedo por lempo

Prolongacdo ainda necassila o conbecimsnto dos e anismos
asicos envoluidos nae perda  da Vialbii lidads oo tecido renal

sob 0 aspeolo bioguinmicoe o fisiloeldgico,

Uwa wez conesguido abictives poderemos
"prwmaopsuae o tratamento ferapfutico adequado  a  rmada
mumento para o rim durante 0 pProcesso e consErvas o,

Mastas condieles, poderiamos incluir durante g

COMSETVACHD  manQlwras, tails  coma; o uveo de  drogas oy
substancisze  gue eetimulassem  Qu inibissem a8 reasgbes
celulares, periodos e reaguecimento oo PRI pAra Fegeneranr
melabalitos para PERarar danos celulares, a L el
desenuoluimento s nouss perfusatos basegdo na aguisdalo ode
conhiecimentos  oag Neoessidardss metabaolicag [} Ay
armagrenado #m Fipotermia,

0 desenuvoluimentio de caepacidede para ATINE Z&Mar um
rimopor 3 ciss ou maedis teria um grande dmpacto  sobre o
pacientes com IRC, Entretsnto sste obiietius ainda necesgita
e um dncrivel  niuvel de confecimentos,  pols alem da
canservacdo do rdm necessitamos oo degenuvaluoimento ode tegles
capicng pare  wscooelba do o me Lhor doador = regeplor cujas
Toa T odiaw pars atinair o piuel

arndalis ainds necessitam e

i amo de aoerto na BEas 0 L, Glem  disto, g tewmpo ofe



COnNGEruvasdo renal por cinco aias ou Mmais seria importanle
vara podermos utilizar de todoo s conhesinentos o Lipagen

zta forma

Tmunonaeldégico, preparar eauires de transplante o o
CAalitha i rar 0% proaramas e Lransp lante renal clinico.
Bostaria de salientar, que nesta wnteocus o
disculinmos  apwenas alaurns dos principios Grdsinos cla
Lanserwvacdo rensl, mostrando  gque  por shauanto o ponto
principal em que e bhaseia o conservasdo € a4 hipotermia
aleavds da supressdo da taxa de destruicdo da viabilidade do
Lecico  renal, Além  disto, enfocamos que & ac®o  do
rebalxamento da tewmperalure na  capacicdade celular de aerap
eergia & manter a  estrutura da cédlula pode ser o ponto
crdtico na omelhora das  tédonicas oe CORSErvacdor mas ainda
Paermang e obscuro  as razlivse pelas  wuais o rim perds g
wield Lidade durante a conservacio Mapotérmica,
areeditanos que 0s confmoimnentos Para raesoluer
satwe problemnas  sd poden  wer conseguidos aglrsudes e un
wsforeo interdisciplines gque poderia ser CongsegUicdo pelo
enuvoluimento de pesquisadores e diversas Areas da medicinag,
tarmacolowia, fisioclogia, bioguimica = cla eftgenharia
biomédica, associada  aos incriveds avangos  olg Biologia

molecular » da tecnologia Ccomo um todo



Vinalwente, na noves eXperigncia,

_—

AT CAMO G U # 0 waenseruacdo e um udo por ltempo
prolongado nos  "Bancos de Orafos"”  possg  ger consideracta
oo um el din fmir, UG metabiolismo gt e A
attd diacln  por prardmet s o ioguimico: 0 Fasroldgings,
obvcietivando-se traté-le durante #  mOnseruacdo., simulando o
uma situacio  olinice de dosnga agucda . wlilizando~-se de taodo
U arsenal  terapgolico que possa Ipedier o ftecido renal ofe
terminar em morte celular, e AESLM Fornecends um érafo nas

s dhorss condiePes para o TR W
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FIGURA 1: ESQUEMA DAS PARTES DO TUBULO RENAI, DE COELHO
ESTUDADAS ATRAVES DA TECNICA DA MICROPERFUSAQO "IN VITRO".
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ESTUDOS DA AGAD A SOLUGAD CONSERVAUORA DE COLLING
EM  TURULOS COMTORMNAIOS FROXIMAIS (F1, P2 IiE

COELHOS ISOLADOS E FERFUNDIDODS “IM VITRO™



A0 INTROBUCED

Em geral, a conesrvasdo renal Brefousa-ss Con a
presertacdo da oestrotura renpal  como um Lodo. Leln &, 0
glomfrula, o  tdhuolo renal. G ointersticio , o oo artimen oo
wvasmular, & o sistema nervoso assim,  COono 4% respeoclivas
c@#lulat  que  compfsm estes  comparltimentos,. tais  comoe A
srdotslial, wedsangial, epitelial. interstaicial muscular o a
N UOsg Congiderando estes aspectos de pressrvacdo, seria

T Y -
Lairmilia s i

che Rl g oeeg e setudar & e Lcifnaia
pregservacdo sobre as estrutures  renais iuoladass, Preeryt s
eslat, seria  dntersssante  dndcialmenlts wotudse o tabulo
renal atravészs  do Vdbulo contornado proximal e pare recta,
poity weates sogmentos tubuleres apresentam um sistens de allo
metabolisme celular  pars ahbesorgdo dos donse e poléculas w &
win clos segmentos do pEferon mais susosptive & acdn  oa
prigservacdo (9,70.008, 164,194, manifestada pe la presencs oda
necrose tubuwlar soucda (NTH Y,

0 estudo de  segmentos Jdo Tob2lo contornade

CMan o witreot P see realizacy altravudgs da

procinal dsolado
ultilizagdo da téonice oo microperfusio de  Tabule renal .
Com wsta  tédonica pode-~ose  avaliar direlaments e e forma
dindmica @  acdo das soluvles preseruadoras sohre a funocdo
a morfologia das odlulas  de um andico seames to do o Taby le
renal, Lesla Forma, nesta preparsc¥o temos apenas a odlula
epltelial que  possul benm  delimitacos, dods leados  para o

wrgardoras ., Ly serda o lacdo luming i

arwssn ddas solueles pre



atravds da  membranag e borda i escovs da odlula epitelial

chr tabulo  contor vado proximal # 0 outro o lado peritubolar

Rela menbrana Biagcolateral, ABELmn,  Lonsiderando LEREAC R
caracterfisticons duncionaiy cle parmealid Licacde chas duag
Wil airas s¥o Cterente. L, pode ger também diferente a aclo
dat solueles preseruadoras sotrn eelas eetrutures, Dewido a

morfoldgicas, neste wsiudo simularemos

eolas Consicheraci

e Forme piohieira Banobras o sonservacdn tubeg lage in

Paseagen Jda s0lugdo prewseruadors no Talwile, tanto

Witro el
oo ledo luminal, cono  do peritubular ou en ambiosg Lalag
manobiras ado justificadas pelo falo que clurant e é
Presaruasdo v rim, quer pop lavagsm a Frio ou por Perfusido
continua, n¥o  we  sabe & real distribuis®o da  solucdo
preservadora pelos compartimentos RN,

Nesta forma pode-ge imaginar diverss hipdtmoes
pBara & rassamem  da solucdo  preseproadorg e annt e &
Preseruasio, Ma  primoeird hipdtwse (T) supBe-se  que g

SOLusdo prer ruadors venba pelo lado peritubular wia capilar

Flomerular, cvisto  que na  perfusio do  rim Parag transpe lante
ndEo se obiserus uma wraen e drepademn da solucdeo pelo Uit we |
A segunda Fopdtese (T ¢ e qus halda a uwhilizaydo da Wi

peritubimlor ¢ luminal pels  via vascular por filtracdo

glomerular, Pica ainds  wm aberto uma lerceira hipdtese
CTTILY que  wordia a siltuacdo andmala da solusfa preservadora

Fassar somsnite po lacddo luminal ror filtracio glamerg lar

Estas hipdle ss estin @sduematizacdas na Figura 1.



Dimulando  eswras circunst dncias ce perfuy S,

Pocer-ae-a  eelucde e SEExdete  uma wia  preferencial It é

conseruacdo da camads oo lular epitelial nesta prepar acdo g

g 0% srhados  poderiam  ser wtilirados para uma e lhoe

Conseruasdo Main o wlue’
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FIGURA 1 - POSSIVEIS VIAS DE ACESSO DE UMA SOLUCAD CONSERVADORA
NO TOBULO RENAL.



d.8- MATERIAL E M£TODOS:

fw weatudos de preservacdo foram desenuoluicos

atravis da  tTéonioa e wicraperfusio do tobulo renal deolado

Yan witeo"  desordita por Burg owe cols o em  1F4H 0 4T, et

alavmes moditicaglss (77,797, Masts preparvacdo, oo Lo
m

machos brancos mestisos, de aproximadanesnles 1.5 a 2,86 Kg s¥o

by ado feitos

sacridficados =  raeltirea-ge um  dos rins, &
cortey horizontais & cortsx renal retirvando-se fragmsentos e
aproyimacdamente Imm e ezpessura, Eales fragmentos sdo
tranterivos para Wme placs  oe Petrid  contendo vma  solucdo

seme lharnte ao  plaswa a 480 gue & waseificeda com 08 25X w»

oonowy, e nestae condigles se efetua a o tdabulo,

o ddisesecados  Com o auxilio

o

Tubuwilos contornados prodzimals
cher Ltné lupa (Rauvsoh A& Lomk) e poe meio de pingas  finas
CTgmont, n2 59, microestidlete o microbleturi (Thomas Co, 0.
Apde a disssceZo, o taboelo & trandesildo para ums  CHEHmard
egpenial de  pearfusdco & focalizado na base da mesma, alravds
dle um microscopio  inuverticdo (Redlocherl ), Foar wmedlo che
micromanipuladores chega-se oom 0 sisiema e micropipsltas
prazimo as  sxleemidacdes do tdabulo, & atraves de succdo,esle
¢ enlocada no dnterior Jda pipste de suporle o lado
parfusoar,

Conforms pocde ser obseruvado na figura 2 penelra~
e ooem oa pilpwta perfuscra no centro oo Ldoen tyhbolar, = por
meEno e pressfo hidreostéatice, fornecida por  uwmae Coluna e

Liguido de  altura veribdwel, inicia-se a perfusio do tdbuio,
1 i ! 14 : 1 hedoa perfusdo do Lald



£l seguir, aspira-se a oulers extremidade do tdbulo na pipela
aupoarte calstora, Feta pipsta estd presepchida por um & leo
tetradecane hidratado (FPluka A G.Y corado con  Sudan Black
CHerclk Y para visuaiizavdo do  wolume perfundide, oy fo
eauslurda a  sua exteemidace  con oleo Sy lgard n@ 184 (low
Corning) para um bow  dsolamsnteo elé&trico & hiddedulicoe  do
1abulo noe interior da pipsta, Uma wez colocado o tabulo nas
pip=tas, o banho da  CdEwarda & aguecide & 3780 e gassificadao
com 05 9nY e QO TX, ppds  aproximadamentes 20 winuvlos e
wod Litvrdo,  inlocla-te a0 woleta oe amostras oo P ludido
perfundide com  uma Ppipels  especial Jde  colelta  ds v lums
constante,

Ba eolueBes aue Danban os tdbulos sdo trocadas
constantements 5 0,3 misminuto, através da  sua  dnfusdo
continua na Camara o perfusdo, por uma Domba de infusdo
(Harwvard, modelo 275 »  a sucedo  por uma bombe de pressdo
negativa (NMewoni Ltda, ) |

0 pestrisnsnto das solugles congeruvadoras €
obrlido atravées o passagsn  continua oa soluctio fria por um
catéler wpuolio numa serpasnting e ocolaes, préuviaisnte
restriacla & QLRC, que estd imsrsa no gelo, Dsta solusdo fria,
e aproximadamente 1080, ¢ dinfundida e troocada conbinuamsnte

iwmooomo ad oulraes solughBss banhantes,

Iependendo Jdo protocolo seperimental & solusdo
perfusora tambéw fol trocads por medo de wn sistens e trooa
de perfusato, Eoste sislewme & wonsltliltuido por um sistema de

3

trooca montade neg interior da pipete pesrfusoras com Uma sSatola

bakd



rE 03 v (0 sy b g vl liguido censct acdo F1él gl rwm e chs
fostes dor e giapela perdusora, (D00,
Mas asoplusdes perfusoras & adicionado como

pieo v ooy b werlumse a0 140-Cavboaxi-toulinag  {Hew  Lnalans

Mus be oy pear . omaedhidas dhiveltas da absorgdo de Fludde, A
quatitidade absaluta  de Fluideo absorvido (Jud & caloulada

pela seauints Fdrmuala 4000

Vi 1At - Trulaina L2
Ju o e
I o140 -~ Trulina O )

G e s Moo ismin gy & & uvelooidade dw colegdo oa

swoatra b Loty £ o wcomaimento  doeo Ldbobo perfuancdico,
pesria ooy pooge um migrdnelra  oalibrado colocads na ocular  do
Teroscapiod B oa relaclo O 140-Tnuliney L O 140-Thnulinag
¢ a razdo entre o marcavior e wolume  no coletado
onparado cowm o paseofundico s Bxpessso smonLSmin i, e
amostras oo perfusato  serdo o ldelae s interwa los

el erminacdns & B spida transferidas pare tubos sspedlails

de poliproel leno praenchidos oom Ui A mistura e AL S
desti lada e liguido cinliledor éAguesed L,5.C, (Mew Dnalansd

tubbos afo oo looasados

Auciwar Y, na  proporsdo e N
Aentra de frascos de  wideo ode Dborosilicalo, para qus s idan
contadas ae  emiceles hets  dag amostras  num contador R

Bockmann moodelo BE TGO,




Todus os experimentos foraw realizados a TP s a-
tura ambdente  conlrolacla Mo torno Jde D200 atrauvde de g
conctteionada,
O¢ resultados obtidos w%o repsdsentados sm omédig
(R0 e wrra padrfo  da média ¢k EBFMo, Lt dados  Foram
afd lisados pelo teats 1 de Student Pareado o ndo pareado |, 0
bnddoe de significancia  utilizado foi chee BE Cpd0L0% ), (RAE)

utilizadas «d0 ag
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LI~ SOLUGARD CONSERVADORA

EOLLING MODTFICADD SEM ALITIVOS:
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I perfusato, aue ¢ o solusdo que ir

Lamen oelular, conslete da soluedo hankante

a alraussasar o

dltrafiltraca

atraves de  ume wenbrana  Millipore PTEC 04710, a gual retdn

molecu las G B L aima L0000 cha 11
vitratilirasdco ¢ feits sob pressfo posiltive o
5.0 psivg numa ofmara  especial  de  ultraflilt

manobra procura simular g Filtrac¥o glomerular

Agsim nestas  condiefes de perd

redglizanns 0y seguintes experimentos:

e, Lala
condiltrogfnio a
Favdn, Fata

FE

in uitra',

wado tubulae,
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LOTULQ DA VIASG FPREFERENCIATS FARA A FRESERVAGED D4 CAMADA

CLLUL AR

A odistribuicdo das solueles preservadorass atraude
das eotroturas renais,  durante o perfusic de o rim na
preservacda, & o efeito do contale dirste  da solucdo
preseruadora sobre  as vias oelulares do Labulo renal aindg
ndg ¢ conbecido, Fortanto, desenvolusmos neste protocolo
experimental whrias manobras, nas quaie tentamot simular os
divergos compartimentos  gus poderiaw  ser presnchidos com a

praclor s, Uesta manwira, nexte  protocolo

solug¥o prs
gxporimental, cosihos foram sacrificaedos, o rim retirade e
us fFraamentos  corticaeis foram  imediatamente transferidos
Para a place de Jdisseccdo, Petes frawmentos foram dissesados
eouma $0lusdo semelhante a0 plasma a 440 gaseificada com 0%
PR e COE HY, O tdabwlos contornacdos  provimois  obtidos
destes  fragmentos foram pesrfundidos, durante o par oo
controle, com  ume solugo  semelhante a0 plasma o0 lacdo
paritulbiwlar «  luminal, Czta solusdo sra aguecida a 3I7H0C e
gaseilticada com 0 957 » OO S5 Ao eeste  periodo, se
resalizava o periode experimental, e consistia na
presecvacdo do tdabulo renal  "in vitrov, Masts periodn
colocou-as  direlawente  sm o contaeto do  tdéhule g s LugHo
preservadors de Collins a 1020 sem gaseificacdo na lado

Faratubulas o luginal ou awbos e n¥o se utilizou a pressdo

&t

Foisdrostatice para a perfuado. fioseudlr woltou-ge &

perfundic o tabulo do lado peritubular & intraluminal com



SOLUCHE wowsllants & o plasma, para aualiar a fun¢do
tubwlary residual  pés periodo e conservacio  (periodoe e
recupsracdo Iurante o periodo controle = oe recuperasdo
foram coletadas amostras de fluido para andlise e abrsoredo
cha  lun, FECER 08 grupos experimentais desenvoluidos

neste proftocsalo foram os seguintes:

GRUFE T

Mests grupe (=7 ) no periodo sxperimental foi
srmulade wuma  situasdo de  ausfncie e Filtras¥o olowerular
durante o perfusdo do o rdw para o transelants com 4 soluedo
preservadoras,  Forltanto, o solusdo preservadora oe Collins a

Loan foi colocada sd de dado peritubular , serndo gus o lado

intraluninal  estd  presnchido  com solucdo  semelhante  ac
g Lasia, 0 % PrrEssdo e Rerfusdo Cpwrfusdo

sat ands v aeda )y,

Gl 1Y

- M

Arupo (n=éd) fol simelada uma situacdo

experiiental na qgual ha passanem oda solusdo pregeruadora par
filtracto alomerular » pelo capilar peritubular,  Fortanto,

i

a soluedo e Collineg o 1000 foi colocads do lado peritubular

goanter o duminal oo tabole, Apds o preenchimsnto da Lamen com

soluedo oo Collins, diminuic-sw o presedo o Pasrfusdo.,

(]
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bMewste grupo {02%) aimulou-se dimd siltuaedo andmala

cle flltracio  abiaecnlar oo no o dndcio  do perfusSo do orin

sam g perfusde perivascular,  Assim, coloramos b solugda e

Colling o 1080 of vo lade dntraluminal = o laclo peaeitubular

Perfundinces com solugdo semelhante a0 plasma a 31000 wemn

gateiticacdo, apros 0 presnchivento do ldmen com a solugfo

clee Dolline,



ESCOAMENTO

PIPETA PERFS oL 1o
COLETORA
PERFUSORA PERFUSORA PIPETA 10 CAPILAR COM
BOMBA OU xo SUPORTE syLgaRD  CURORTE  bIAMETRO CONST/
PRESSAD . SUCLAD
HIDROSTATICA TOBULO
CONSTANTE
PIPETA
TROCADORA
PONTE AGAR-SALINA |
1
! I8 KCI ] BANHO  PIPETA CORADO
— —f COLETORA
? _ - VOLUME
, ELETRODO DE ____ [ CONSTANTE

CALOMELANO

| REGISTRO

FIGURA 2 - ESQUEMA DO SISTEMA DE MICROPIPETAS UTILIZADAS NA TECNICA
DE MICROPERFUSAQ DE TUBULO I1SOLADOD "in vitro",



3.3~ RESULTADOS:

Foram desenvoluidos 3 grupos  sxperimentais com

perfugdo estaciondria com o solusBo de Colline em contato

comodma das wias delimitantes da camads celular epitelial o
tabw los contornados  proximais provenientss  de  fr aguent os
cEnals ndoe preseroados, Ma tabela 1 w gr&fico 1 eatd&o
representados o valoress médios  dos pardnelros  fupnciconais
observados no grupo T (nzV i, Neste grupo durante o periodo
controls de 6044 minutos foi  obwervacdo uma  absorgfo  de
Pivido (Jud oe 1,154 0,24 nlZmin,mn  quandoe o tabule  Foi
perfundido ¢ uma welocidade  de 18,1 0,7 nlfmm" Ao 8
perfusdo experimental  oe 20 + 1 minuwtos com solugdo e

Colling a 1020 do lado peritubular o soluedo sewmelhante aa

plasma oo lado Juminal sem pressio hidrostatics, passou-se
para o perlodo g recuperaedo com perfus¥o de gsoluclo
getme Lhants ao  plasma oy ambos  os lados do taebulo. como no
periode controls,

Mo  perlodo de  precuperas3o ohessroau-ss  uma
absorsdo e Fluido de 1,08 4+ 0,17 nl/min,mm quando  os
tubuwlos foram perfundidos a uma velocidade de 13,0 + 0.8
nlsmy cduprants 8% 4+ 8 wminutos. Mo bhouwe  Jdiferengas
sianificantes na  absorgdo de  Fluido » na uwelocidede e
perfusdo enltere o periodo controls e o e TrECURErac i 0.
sSuwdsrinde Qus esta  conclicdo  de pagsagen el éuluqﬁu e
Colline do Jacdo peritubular n3o prejudica a funcda tubmlar,

Ma tabela 2 & gréaficeo 1 estdo representados og

valorss medics dos pardmetros funcionais observados no SHEL R O



IT tneé oy, Pesim, clurante o periodo controle foi obhseruvacs

bms el oredo de Fluddo  de LL,EL o+ 0,31 nlsminumm quando ow

talulos foram  perfundidos a  uma welooidade e 17,0 R
nlZmin ddurantse 48 4 3,9 minutos, Mo periodo sxperimental e

A7 0 3 minutos perfundivese o tubulo A baixe pressdo com a

solusdo de Colline a 1080 do  lado peritubular w luminal,

s m, e periodo e recupseracdo, € altwrar
significantemsnls a welocidade ode perfusio de 14,4 + 0.1
nlAmin e comparas¥o ao controle,. verificov-se  uma queija
sianificante (p(Q,05) na absorcdo  de fluide de O, 308 + 0.R3E
niZmin on quarids o tdbuwleo  foil perfundidoe  durants S0 + Q,%
minuloy, Leta dqueda  na absorefo de fluido mosters que weta
maoaabra experimental  rde @ eficients ne  preservaclo da
FuigBo tubular,

Ma tabela 3 ¢ grafico 1 obswrwa-se os ualores
mictios das pardmetros funcionaie obiidos no grupa L[IT Cnefog,
Erbwe  arupo aprasentou duranls o psriodo controle  umg
ab sorcdo de £ luddo e 0,83+ 0,18 alZmin,mm  quando a
perfusdo foi 4 ums v locidade e 13,6 £ 0,5 nlsmin por 48 %

L

Bominutos, Mo periodo experimental Je DF + 3 min,,

perfyndiv-ss o tdbulo com  solugdo de Collins a 1000 wéd oo

feddo Juwingd. peemanecsndo umes seolus¥o semnslbante ao plasma

a 108C oo lado peritubular, A seauls realizou~se 0 periodo

e reIuperacdn  onde  se  absercou ume  guede  significante
Cpd0,00) na  absoredo de  Fluido em  comparasdo a0 perdodo
controls, com oum Ju ode 0,04 + 0,09 nifmin.mm,  Esta querds da

sheoarydon foil acorpanhads de Uma el sianificante da

&8



velooidade e perfusdio, & qual foi de 14 1 0,6 ni/min com

um tempo telal de  perigedo e 3t 4 minutos, Hlee dados

sUgaren  que esta condicdo Eiperimental o PassagaIy ol

selusto de Collins wd doo lado luminsgl foi g qUE mads e

rales parimelros os fungdo o lular, wiclicande que  a  wia

luminal n¥o & cficients para a woniseruaslo e lular COm &

sOlugdn de Callins,

ay



9.4~ DISCUSSAD:

cestllados,

tobag lar

[ 4

e cEtula

i perfusfo  dependende oa superf L

praximal CTCF)Y  gue ten  contato Dadw kil

Olnemr oo =g o coantaoto

e

con & superficis basolaleral tubular
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Fosuliue ]l para iato,  poderig

sUperticie celular  hasolaterasl gqus

g Léow Las v Poderda oifdouitar

SO lMEdEn a wglula BT Ao me
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vl
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£

cler oo aradients

Flurg passiun # 0

lado. o contateo da soluslo CF com o

I poddecia lsvar a uma absorcio doe

cHElula, o gus poacher ia mudEs o el

grebabwolisme (2275, Bale  Fanamano

o] Poderia ser

clano celular, LIS

reperfusio do tabulo,

conelile®o wxper iment ol

£

sntra sm cuntata om0 Lacdn

seme Lhante & asguela na Tusgcdo o
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chiferentemsnto

Tl Tar
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brasola
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preparosio para  transplante, Sobc wetas condietss 4 soluclo
ZONnssrUadora provave ments  aloan LA o Nt Uag o wapi lar
Rperitubarlar,  sendo s filtracio glomerular  possioe Tmende

worenal b ofrio cow soluo®es Pdndioas,

abolice durante o lavaae
o due pode ser demonsteado pelo fFato de ao qus Brat e ge ey dosle
uma facilitasdo pare gque o Fluxe da solugdo  iani L4 WEN A
mais pelo  lado  wenoso  wo gue pels urelers » durante &
censsrvacdo olindca,  pols o lado venosen apresentarla meenor
cesisténcia ao Fluzo da soluedo conservadora & 1000 .

fasin, noseos  dados dincican aue @ F1 10 acle
glomerular poderia  ooorres durants g conserusg CHCG rEha i, s
g G510 avontecer e e Al L paroher o g Ieepay
furzdonag lmente a célule tubuler confarme mostrsdo fow LR
I'h e 137, Leles dados wosteram uma siwinuiefo importante no

Fluxo e perfusio atraves o tdbulo w  uma o Lh sl g i

reatisoredo e Fludde atrauds o odlula @ ddm cle sllteraeliog
tTubulares & microscopla otica  dindmica > 4 gual lewbirag LK

guadr o s roscn e Owe bulig Lar aanacla Cats quenta e Fluso e

lema cwlulap ., ou obstrucdo

parfusdn tubhular  pode dincdicar

cwlulas ordainados  da descamas o

tubular por aaregaddos e

o e dhm el

celular tubular  Cowo as  observadas poe WNAY Ler
ratos conseruados & transp lantados (1473,

Eautes  achados, swbora oo tabulo  iso lavio,
teoricaments poderiam  ser utilizados para sxplicar gl Guma s
clas condutas e manobras  bem eetabelecidas  ew oclinica DA A
obdder a  melhor conseruvsedo renal no momento o tran iz Lavite,

Lo farma, por o sxemplo, para solucles 18nicas ki POl dErmicas

N




Chilizaday para lavasawem Jdo parénguima renal parsd otonseruascdo

Cicou estabe lecicdo gue & welldge alidra  parae desenuoluer @

perssdo hodeostdtics de perfusdo serite 1 wmelro, o toa

Rarot g o ernbadr g gmplrdos, poderia de alguma forma Sdiminuir a

.

Presedo e Filtracio olomeraglar, Uma  oultra wongloedo

Fwdracas cheates axperimantots in wiitrn’ seria a explicagdo da

rapan oo POraus g0 utilizar s LG Uees ianicas Lipo

Colling ou outras, & ombas pulsiteis, pols mustas

Filtrardiam por  pressdo oa s0luedo déndca  prouvocanddo

formae lesfo oo spitélio tubyglar, Fara transpornos
Lo, G (TR S Wz B o] R RPASBEAHOS A utilizar &m bl s
pulsédteis solueBes "plasma like"  aw quais estariam  muito
mails  adaplaclac pET @ Fialtracdo alomeruy Lar K fiin
T Laeeu " atou lar
Maossos resueitacdos funcionais obbidos com sstla
téonilca,  mosteran a  necsesideds ce dnusestigaeles malsz
cheta Thadas oo efsito das solueles conservadoras Jdivelamente
subre o camade epitelial dos seamsntos do néfron,
Fimalmente, estes wstudos mostram as
caracteristices  dos varios compartimsrntos cho edm gus
vlmwsr i am ger lewadas sm consideracdo oom a Finalidads dde se

plaloer & ome lhlor coprservasao o drado.,

-3
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G, i KESUMO E COMCLUSDES:

Coandlise dos resultades, do comportamento oo
Lodsn oL ol d ke O wntan manobieas Eper Lnstilat s, gue e am

& Loiuedo e Colling ke diferentes wviags e

&l

vawat e cemads cwlular wpilelisl oo tabar o contornado

P

proxiweal ce oo lho, dndicam que:

-0 Oe wstudos desenvoluvicdos sobes o o tato
diveto da  solueHo de Colling ¢ 1000 wabve uma das wias da
céwada chelimitante e cdlule epitelial Tublae, cugeren que g
Wi perdtubular # equela gque melhor preserug Funeciona men e

oL abudo conltornads proximal,

e R0 que parecs, sxiaete ums Fosl e magmnedoacts ma
ger sibit Liddacs oa Fopulasgdo e pEfrons a4 preserugedo,

v Miandae pelos  comporismentos funcionais diferenties dos

Fetws resultados funcionais snconteados con esla

cEcrla, wmostramn goe exiete necsssidads de investiagactes

mat s detalhadas  go Fendmenn oe Pirsserusaedo nos diverasos

sec i tos o néfron,
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TABRELA 23

VALORES  REFPRESEMTATIVOS DO GRUPOTI GUE COMSTSTE MO RsTUul Do BRERITD

SOLUGHO DE COLLING RO LADD  FERITUEULAR _E FERFUSAD LUHIHAL RETALTOMAT
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RECUFERATAT,

TEMPFD DE PLEFVUSED YELODIDADRE LE FERFUSHO Ju o
iy ? AR RIN T lSming,

CONTROLE EXPERIMENTAL RECUFERAGRO COMTROLE RECUFERAGHD CONTROLE RECUFE
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GRAEICO 1 - VALORES INDIVIDUAIS E MEDIOS DO EFEITO DA SOLUCAO DE COLLINS A 10 C SCBRE A ABSORGAO
DE FLUIDO {(Jv) DE TUBULOS CONTORNADOS PROXIMALS QUANDO ADICIONADA DO(S) LADO(S): (A}
PERITUBULAR; (B} PERITUBULAR E LUMINAL; (cY LUMINAL.

{3 L{



ASFECTOS FUNCIOMAIS DA FARS RECTA (SEGMLNTO F373
SURMETIDO & SOLUCOES CONSERVADORAS COM MAGNESTO

(COLLINS) E SEM MAGN£SIO (EURD COLLIMWS),



4, 1= INTROIMUGAD:S

Morma lmente no transelante renal ado utilizadas
s lucBes dsolénicas  OuU Aiscretamentse  Mipertdnicas v L
poden apressntar uma composisde  donica cemy Lhante a0 melo
intracelular (&0,651,

A wficifnoia destas seoluglhes em preserdar O P,

o JUT O PO

no casn a de Collins, parecs Ser a presshcd i
pEriedueLs A membrana que precing 8 formas o do edema, A

alta concentracdo  oe magneésio, a0 Gus  parste, wer e Para

proteger o 0 o@ iy la da  perda  tanlo  do madn oo oomo e
potasslc por inibicdo  do metabolismo o lular, aldme e
possuir potente agdo conservadora & vasodilatedoras PG, LEE G,

Mo wntanto, ainda sxisbsn mulies controvérailat
quanto aw aspsoto da conpasiede isnica destas solugBes  Lina
delas & o uso oo magngsio nestas s lugies, g gual  podws
trazeyr problemes RpOF Zausar 4 Formasdo  de precipitedos sm
forma e oristale, gue  pokem danificar o par#nguima reoal,
AEHim, “uratd  uwma wariante da solusio  de Collins, © Luro
Collins, ma 4qual n#o s adicione o sulfato oe magnésio.
sencde que esta solugdo Lamban ¢ eficazr na preseruvasdo ravfia l

e utilizada na rotina <liniaa C&HEA.TE ).
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Hiantle cdoestas ohservaeBes, resoluemos eetudar a
efdciencia das  Jiferentes soiucles o Conserwuagedo sobrwe a

gde Dolling e

viabd Lidadde renal, whilizando-es as salueley
Puro-Colling (Collins  Sem maanssiod, auvalianclo a fungdo oo
wcagmentoe e neéfrons dsoledos pelda tédondoa e mioropsrefusio,

Aasin, wetucdos realizaedos en nosso laboratorio e
wm outras,  fFoi obseruvado  guw a téEonicae ode micropsrfusdo do
tabulo dsolacde "in witro" & oum dngtrumento Q1il para avallar
a wficigncis oo uge de  diferentes  mdtodos e soluelive
preserusdores diretamente  sebee o wstruture & fungdo o

At ferentes seomentaos do ndfron (F7, 78,083,179 2,

Mestas condieBes, aesoolbemps pars o

desenuvotuimento deste sstudo, o segmento pers recta (F31 do
Takwle proximal.  por o ser  wele um dos segmenlos do nedoon
mais suscetivel & asX¥o  dda pressruvacdo, = 0 Jocsl onds mais
poorrs o Fanamesna da necross tubolar aguda CHTAS, durante oy
procesuns e presseruagdo,

Considerancdo  que  trabalbos  recenles sdo
controversos na demonstrasio ode que a ausBnods ou a presenca
de maongsio na solucdo  de Callins, seria  dmportante na
pressruacio ocelular,  resoluemos obseruar diretamsnte a agdo
o maangsio gobre  este  segmento do  tabwlo  contornado

praximal (TCF Y,

Bl



L~ MATERIAL E HeTOROS:

f oo A4 perte I, inicialmente, o coelho @
carrificado por  deslocamento ceruvical s o oim & papidamentes
remouido e descapsuledo & entdo cortsdo em fatias fTinas de
aproximadamnents lom de sepassura gerticais & ocortex . Alouns
fFraomentos s8o  colocados numa  placa de Foaoty i conlendd umea
solue¥e semelhants  ao plasma & 108 . A seguir isola-se um
tabuic oula carartieristlice £ ser relto s preceder o8
gegmentos FR o P10 gque sdo ocontornados Apdas 0 balboelo ser
dissewcacds o toansfericdo para a cdmwara e perfusio. procede-

~

s 8 wiceroperSusfo como na desorigdo anterior (FParte 3,0

para tabulos wa geral,

& vomposicdo das soluelss utilizadas A0 MG

Geagrinles
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L) BURQ-COLLING:

Moema farmula do Collints com aus#ncia e Mgs04
Oumolaricdads o 300 mlsw/Ka HEO

pH = 7,0

FROTOCHLD EYFERIMENMTAL

B seqguir os tabwlos forawm divididos em dois
DTSR R TR A L

Grupo I~ Fars recta (F3) dissecadosg cles Fragmentos

o apos um periodo controls, conoergacos Yin o wideet san

perfusio pelo lado peritubular Com a soluelo de Colling {oom
Waangsic ) por aproximadamente 30 minutos a 1000, apds o gual
segtie-se um periodo de recuperatdo,

Grupo 11- Fare recta (F390 digsecados de fragmentos
frescng, sio  submetidos a  um periodo controle, conservados
il owitre”  sem perfusfo pele lado peritubwiar com & solugdn
de Furo-Colling (Colling ss=m wmagnésiod pob 30 minutos &
1000, apds 0 qual Segus-—se um perlodo de pecuperagdo,

Fotes grupos sxperimentais forem submeltidos a
andligy wstatistice utilizando-se O teate L de Gtudsnt
(paresado = ndo pareado) Cow adusl de stgnificancia maloe gus

TERE L R40,



6%

4, - RESULTADOS .

s tabela 1 estlo representados 08 va lores
indiuiduaie & cuag respeclivag médias & srro pade¥o da wddia
Ao p e dpetros fupcioaale e pars racta (FHY prousnisntes e
Fraamentos ndo pressryades, dissscados  em o uma solugdo
semeifante ao  plasma (Krebs  Henseleit it icado) A 480 &
perfundicos con  a mesma  solugdo a R70C com gaseificasdo,
onde foram  obtidas amoslras na periode  controle apds

wacdo por aproximadamente a0 minwtoe na  solugdo e

P
Colling com magndsio a 480, gseatida de amostras no par i oolo
e PecuprEracdn,

Mot geapao oe tdbolos Cnom®Y, sncontramos no
per fodo copteales umd absoredn de §Fluido (Jw) dee O 64 + 0,09
Ml pin.mm quando s babulos foaram  perfundidos  a  uina
vedacidads e 6,7 4 0.3 nlAmin com U tenps de perfusdo apdos
el b dlibrio ow 7L+ 3 minutos,

Gpos a  conseruvasdo em Collins Cooim masngsiod
mecyiu-se W psriodo de prcuperae®o em o qus werlfiCakos uma

abworslo de _¥1uidu CTudy e 0,88 4 0,11 nlS min, mmocom Lma
ueiocidade de  perfusfo de 7,3 1 G,7 nl/d min com um tempo s
pa-fusio apds equillibrio e 393 + 2 minutos,
MAn existe neste arupe difersngs wotaltistica wenlre
e loridade e perfusio w absorgfo e fluido pré & pos
corssruacan com a solusdo e Collins,
Ma tabela 2 sslic representados o valares e

mmntos de pare recta (P32 aulbmetidos as wmesmas conpdicles




wxperimentais  gue ot va  tabela 1 diferindo  apenas  na
conseruasio o ogus ubilizamos Collineg (sen masngsio) = Luro-
Caolling,

Merete arupo de tdbhulos, sencontramos ngo per Lo
conteoise ke abseesdo de rluido (Ju) de 0,49 4 0,14 nl/ min,
m ocom o uma weloocidads o perfusdo de 5,6 ndS omin, mno Zomo um
tempo de peedusEo ode VO 4 & minutos,

Apdads o periodo de congeruwasdo no Luro-Collins
(Collinsg sem magngsio) por  aproximacamente 30 mingtos
syl d-sy umper Loda e recupsrasdo,
Ma recuperacdo obgervamnos uma absoredo e fluiddo
CTuY we  QL,5E 4+ OL18 ndl/  win, wmm com uma  velooidedse  de
perfuetc de &1 4+ 0,5 nildmin,  com oum teapo de peefusdo de
41 F 4 minutos,

MN¥o  houwe wvariaceles estatisticamentes
sioanifirantes antre  uwelocicdeds de  pasrfusdo = asbsoredo  de
Fluicdsn este arupo pars os dois perliodos,

Além  Jdiste  tambdém  ndo  houws uvariacliss
edanificaentes entre o pardmelros oo wrepe 1 oe do grupo &,

Coame podemos obseruar a solusdo de Colline & o
Luro Golling fem a mesma proprisdads  conssrvaedora medicas
pela abooredo de fluddo na pars recta (F3)  ewm  ambos  ou

AT LR OR
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4.4~ DISCUSSAD:

Mo transplante renal & na tdontoca e i

utdlizando a micropsefusdo deolads  do Dabulo pena in

wvitro™, o cbecido renal & eosfriacddo o armazenavo. por bood oo
var it auel e wepera-se que Funodone adeguadaments o orgfo ou o
tabwuin  apas perfusio  guando colocado g condi e
normoldrmnicas,

0 nosse Laboratorio o ploneiranentse o depods
cutros Lnwesstigadores  relatavan e foroas diferentes &
Conservasian por solue®es wlsltirolilicas da gowande epitelial
cenal con & téonioa  da microperfusdo disalscdas oo tobolo "Min
viteo', avaliando & funedo odo Labulo diretamsnts oonasroado
na sdmare o cissecado oo rin o apds Conhserwvasdo (FT,TELEDY
Mestes trabalhos, detwonsirou-es gite &  absoredo de Fluico
Codadio & duuald, o poltsncial transepitelial o ¢ ool ransports
glicows & alanina sctdo santidos para o tdbhulo L ontornado
proxiwmal CLTEDY, sl a wia  pweritubular oo Por local
para & solugdEe de Collins entrar  wn contacto sm tearmos ode
ConEervayay pacasa degste soamento do pnefron CBEI Y,

Mo presenty trabalho procuramos verdfioar @ oue
avontese om0 segmento  FE o do tabuwlo proximsal (Fove reota)
apat a manohrae ds consesrsvardo diveta pelo Lledo poratubiglar
co & solugdo de Colline (CRY = EﬁrmmC01lin5, cEndn S Ome
parSnetvro funcional a absoredo dw Fluddo,

Aldm dista, a téonica e perfusio lsolada Jdo
opermite obssrosedes ofed s lbadas e

tabula renal in wvitern

g



proaprisdades sspeoificas dos ssgmentos do nefron, tais como,

variaeBes morfoldgicas  windmicas, sedeme = dezcamagdo  oda

camada wpiltelial renal (85,175,

lial

o oesenllha oo lade peritubular da camada epi

cla pars  recta para congaeruacdo se  deus oao fTato ole gue i

trabalhos anteriorss, deponstranose come  citacdo  acima  Que
ele o looal dao ngfron gue e Lhoe BE DO O é
funcionalments gquancdo sobmetido & conserwvasdo  oom & s0lugdo
cle Goltlins (8370,

Meoste sstudo, wtilizamos o conseruasdo direta oo
seamento tubular (P30 na  cémara oy perfusio, A wvanlagen da
conservacio  direla cha Tl lo Fanal  ma caAmara & U
pliminanos a possibi licace do fator sorieio, pois o Ldbwle &
i sserado, submelide  ao periodo  controls, conssruacdo = I
maseificas®o a 1020 e depols  submetido  ac peciodo e

reruperasio B3 wem condieBes  de normotermia & aerobicse,

Mo entanto outros  inwvestigadores, perfundsw peilmeliramen’ e o
pAim Com a solusdn consspruadora e depols retiram o tdbalo do
fracments w  auvaliam dmediataments parimetvos funcional . o
b lo conessrvado com o a mesng Leonica  (LVE, 1790,

Natas téondicas, independantemnente oda forimp. o
e conservar ngfron, nos FTornecem de Forme obdetiva, a v a8
divramice Jdas alterasfes ocelulares gue podem sstar enuvaly das
na necrose  tubular aguda CHTA Y ourants a congervaedo - 08
possiveis fatorss dntercorrenles . Aldm disto weta tooaina
permite o estudo do tdbuleo rensl ne ausnclia de falores

vagsey lares & outros, intra » evilraresnais,

3y



0 segmento FI (pars recta) fol o escolhicds pore
tratar oe oum tdbwlo com alta texa oe melabolisme asrdhico o
Fue o torna sensiuvel & anoxia = conseguentements  a BT
CYTL101 5390,

Aoesin yemborg possa sxistir heterogeneidachs ha
populssdo de n&frons com relasdc a  aglo  das  soluglies
conseruacdoras, este sedamenlto pode ser um dos mals sensiveds,
e oae constituirie em um dnclicador adeguado  come delector da
pfdaléncia de soluelies conservadoras,

Gabe-us  gue  a absorsdo de fluide no tdbulo
proximal (segmentos PL, FE » F3) & dependente de um comp lexo
transporte de  sddio transepitelial gue depende da extrysdo
e sddio através da  asoim chewacda  Twmembrana  basolateeragl"
pela enrima Na — K ATFase C48,4%,137 0,

Ewe condiedhes controles Jde acordo com a Literaglura
o asagmento PO oestudaclo (Fars rectald  absoroe Fluddo sntee
valores de 0,42 a 0,463 nl/ mindmm,

fowm relasdo sgos resultados, nss nosses condicley
exparimentalis, o tdbuleos conservados em Collins  ou Buro-
Collins por aproximadaments 30 minutos apresentaram waloroes

e absorgdo de fluido  sewmelhantles =« ode  acordo  com a8

LTiteratura, Egtws resultados  dodicaw que para estag

condieles a  presenfa ou ausEncla do magndgsio nde influi na
abisaorelo de £ luideo para sete seamento do tdbulo proximsd.
For ouliro lavo  Inwvestigaedores wtilizando

varldanltes desta teomiea. isto £ coletando L los

prowenientes o o yinm global  epecfundide com Callins e Lupro-




Colling ob-sepruvaram sk segmentos (FL, P23 5 n¥%o em F3 (Parg
recta ), TR poorren danos oelulares  dmportantes  oon
clescamacde e s lulas intratubulares e vazamento dmportants
do o mavcadoe ods owvolume cdo dumsn para o banbio, sencdo saslas
alteracles e Oraiones, s a0 tempo o conseruagfo, (R
trata lho mostram  tambdm para  esles segmentios do nefeond L,
FEY qus o Ruro-Colling (Colling sewm  wmagndsio) mostrou-ses
mais efelivo  guandp comparado  com o Collins (Coom magndsio)
por oatd 48 horas (L7790,

Rasdm nas noseas conodic®Bes experimentals, dsto &
Lraba lhando com o Labulo conservado dirstewmsnte ne Clmara de

T

pesfusdo, tanin pares os  ssansntos FLos FR COmG parda 0

geymento B Cpare rectal N3 observanns pard Conseruasdo de
atd 30 minutos, wvariacPes ma absorglo e Fludicky (Jul, nas
caranteris dzas morfolowlcas,  assiwm COomO no vazamsnto  ole
ard Ling Joamen-tanho Cuoazamento  wmenor qus 5, Cump e
nouvamente salientar  gue sstes  tTdbulos foram conservacdos na
Camara ol perfusdo gpenas pelo lado  peritubular COW A
solugdo s Colline nos sesgmantos FL e FE & com as solueliss
clee Colline e Duro-Collins no segmento P {Fars rectad.
Aoreditlamos, gqus oz achades oy oulros
inveslisacores, nostrande diferensas de  comporteamsnio perd

I:: Fal

at woluete s Coelling &« LTuro-~Collines nos  segnsntos PL oy
talwery se  deva ao fato delss terswm perfundido o rim totael =
séd depais retirado o tabulo pare a perfusio, Meste Lipo o

procedime: Lo, o rim total ¢ perfundido cowm as  solusthes

sletrolitsocas 2 Frio, retira-se um fraamento, disseca-se W

0



Lubule que  wai ser  perfundido,  Embora sele manobra estela
Mmale  pPioxrima do  transplante  olinico, nestas ot g8
paderian ouarrer 0s seguintes artefaltos tédonicos:

L3 As scloeles conservacdoras poden ndo alcangar o
{Torma ung . rma Looo 0 FacPnguima renal,

Py fe amolucles conssruvadoras pels sua congltituredo
gquimica Csem  megntsial, pocdsm  ter  distribuiedo ditesenle
pelos constituintes do parénquima renal, isto &, os diversos
contartimentos guais  ssjam o lado luminal & peritubular do
nefron, o wvascular e o dnterticiael, wonsiderando apenas
aedo vasodilatadora do magndsio (B46,847 ),

w3 Turante o processo e disseccdo Jdo tabulo, oe
acordo cow o ftem acima poderia propiciar a possibidlidace o
seleco do melhor tdboloe  ou seda daguels  aque a8 s0lucdo
ConsErants consesuiu atoanyga-lo ou ndo no parénguima renal
Gomyar Cer an suas proprisdaedes consepuadarat,

43 For waracteristics da  solugdo no  aspsclto
conee Jacda wla  nd%o propiciou a0 inuvsstigador o "melhor!
tabule no momento da dissecsdo e perfusdo,

S50 Por nfo exigtiec ainda eetudos do comportamento
da cistribuicdo auimica e térmica noe pargoquins  renal  dag
solueies coneseruvadoras, poderia dependendo dos constituintes
da s luedo, wariar  Fluxo ddas  solugles  ou sanguineo e
copnsesuentements g  tempsratura oa wortex  para &  medula,
fornesendo Tabulos metabolicaments funoionants 15163 4

inefidents pela anasrobdosne,

71



H) OQutro  feator cue podsyia  dnflusnciar  a
ConseEruasdo de prardnguir . serdla e wardesBes  biloguimicas
e f e que poceriat ibhaltdivar ou alterar propriedacles
conssruadoras da soluvdo,

e Tuerani 3 congeruvastdo do rdm oglobal poderia
gooreer Tambén  Filtras¥o alomerular da solusto conserugdora
rica  em poldssio & maangsio, o gus  leovaria, sonforms
demonestrado no trabalibo anterdor  a uma lesdo importante Jda
cdilule wpitelial pelo lado luwinal (8390,

Faswadn neshbes  possiuels  azpesotos exilsten
diferentes soludos  publicados  pels nosse arupo solss A

dictribuic¥o e alaumas solugbes  consseruadoras, como a che

Lo, ultiltidzando a8 TtTéonica dde Hansssn

T

Collins, et e
Olieeruamos g A U I certa ir ey laridads na
dietribuicdo da solusdo no pardnauima rsnsl Eete achado
pode dndicar  gque sz solusles conservadoras atuads poden ndo
proteger Lotalments o popuwlasio de nefrons,mas  que  paira
wfeito clinice n¥%o cerds detectiusl pelas medidas atuais de
colearance global (1480,

Fotes dados colocados em oconjunto, poderiam Jde
certa forme  explics s porgue 0% eesultades  sdo diferentes,
quando se  comparam ngfrons obtidos o riwm perfumdido, CICHN
néfrons direstamsnts conservado na Sdmara de perfusdo, apenas
pelo lade peritubaiae, de  acordoe com o nosso  protooolo
wyparfmental,

Mas nossas condiedes experinentals, ndo exislen

i ereneas e CONDECUALHED pPop A0 winutos  entre Collinsg @



Luro-Collins, sobrse & fungdo do seamsnto F'3 (pars recta ) no
tubulo dsolsdo de coslho,
Teata forma, sobiendo-ss que na solusdo ode

HEF 4 po O SUE TE PEEsEnGa e magngsio podersia

Colling wxialr

prachpllar Fosfato e e R D eeles opristals
pocherdan s constiteir na  reperfusdo do rdim, nume agressdo
MECEN LS A0E VA0S PeENAaLs & a0 proprio Takw 1o, Assim,
nestas condieles de conservardo  ackhamos que o Furo Collins
o o lugEo meis simp les chatyer ta g utilizada na
rataomalizacdo do transplante olinico de dosdor wvivo,ou para
Temeo Curto d@_amnseruagﬁm para doadnr cacdduer | (203, 210,
For outro lado pars conssrvasdo mals prolongada
aidncta héa o necessidads de se wemifdoar se existen diferencas

Rorowestd tdondoa & por outrae eotew oslas duas colueley,

e
LR}



4.5~ COMCLUSOES:

IT=3 & wicroperfusio dsolacda "in witro” poshs we
constituir numa teonica imeorltaente para meckis shiretamentse &
wfieifnoia e uma soluclo conservadors,

TI-3 & 1éonice Jda conssrwvacs@o tubular, direlamento

e Cémara  obe perfusdo cow soluees, conservadoras padds ser

imwportante pare  Teoresnipg' e soluetss cpnssroacdoras pela
e i icacdon e uvardiasbes funcionais e morfologicas  direlas
do soluedo  sobre a  camada epilwlial  onde ocores durasnte a
CONSErUtatan . o guadcdro de necross tubwlar aaudas CMTA D,

I1I=-) O nossos achados poden frdkicar que o Luroe
Colling no ool o podhe wUbstituier  © Collins P é
congsrvacdo Jde curto prazo,

U= Exidste necesaicdads de werificar ainda por
wata térntoa se sxishen diferengas entres sastes solueBes para
sOnGErUacEo mails prolongada {trabalho em andamento),

Ve Detwes achados ndo exclusem Jde Torma alavma &
possibhilidads que  oulras  estroeturas  do pargnguilma penal
eolteiam sruoleildas numa boee conserwvacdo do oralo, Chx,
phdotdlico capidlar, interoslicio, sistemnma nerwoso gutonomo e

osliras sstruturas Jdo négfron,

¥4



Tabwla 13
VALDORES REFRESENTATIVOS DA FPUNGHED DE FARS RECTA (F3), GRUFD 01 ¢ n=® ),
COMBERVADAE TTRETAMENTE DO LADD PERITUBULAR COM & SOLUCED UE COLLINS

CLO Mo S04

TEMFD LE FPRRTUSAHD VELQUIDALDE OE FERFUSHED AESORCHD UE FLUILD
Curdr Cndl/min ? o ol min, min )

CONTROLE RECUFERACAD COMTROLE RECUFERAGED CONTRDILLE RECUFERAG

Gy 1! Gy G, a G, 45 O, 04
T o 7,0 10,0 Q.76 3Gl
bt 3% Gy &3 Oy e 0,40

T4 a8 &, 7.l 0,0 O, i

Té 41 V.9 &5 0,89 0,38

i 25 &7 FgE: G, 44 0, B8

+3 tia FG. 3 30,7 10,09 0,11

Teste t paregde (p23,0%), Controle x Recuperasdo
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Tabela 2.

VRl ORES REFRESEMTATIVAOS

CONSERMATIAG TTRETAMENTE

SEH_Mubi4 .

A FLUMEGHRO

00 Lant P RITURULAR

L FARS RECTA (F3), GRUPO 02 ( M=% ),

SOLUGAD T S0LL TN

TEMFO DE FPERTUSHU
T )

CONTROLE RECUFERACARD

YELOCTIATL FERFUSHEO

tnl/mind

COMTROLE RECUFERAGH(

SREQRCEO DE Pt
CJu = o lZmin ., wmr

COMTROLE RECUFERAG

D0 40
an ofe

[,

7 4k

R wi

0,82 Q7

0,10 0,50

Oy B0 G, 0y
0,77 0,76

T 41
+ .

b
|+
I

O, 4% G, S8
40,14 40,18

3

Treste © pargaco (p 20,050,

Twate T nEo pareado

Controls x Reouperacdo

Pp0,0% % Grupo 1 x Grupo 2.
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EVEITO DI'AS SOLUCDES CONSERUVALIORAS UE COLLING COM E SEM
MAGNESTO  ND  TURULDO COLEYOR CORTICAL i} 3 COELHD

ISOLALG E PERFUNDIDO "IN VITRO™,

~2



WALl IMNTRODUCHEQ

Considerando os aspectos complexas oa COnEe T L. Gd

gons pouces conbecisentos exdistentes no camnpo tecidue 1o

cwdlular renal  seria inlers eantidar a avdo diveo el

Mipotarmia »  cddas soluetiews conssrvadoras sobre 6 epitélio o

cutiros tdbulos  rensis, Isto se deve ao fato de gue a furrgdo

ou lesfo  tubwlar & raraments testada na roting olinicae no

Fé&s transplante ¢ poucs se sabe @ respeiito da funedo tubulas
Fos conservagio (P,104,184,1830, Alauns  estudos  orioinaeis
nesla sred, foram desenvolueidos por Figusiredo & Valksnstein
(77,.83,84,), Oizhi (18687 , Pirde & ool (078,079 . Rikeiro
CI1ES, 155 Heldlow (1043 gue  olilizando & téoqica da
microparfusdo de  tabalo isolado in o wuitro' ou gt uedos

L En e

engimaticos  de Frasmentos repaids, mechiram a F

taberlos proximats o ool & ductos papilerss de 7 yvlo apos
siivereas manobras  de conservacfo  com diferantes solusfes

COnNHervacdoras, .

'F:
.
F

Congiderando-ce  que & sosceplibi licdac s

respastas morfolowicas B funcionalis & jLHaustia SED

diferentes nos  diversos seasmentos  do nddron (48,701,104,

ex st ainda a necsssidade de o wstucdos comp lemesnt ares o

F@n da  conservasio & frilo neste  seagmentos L. afFts 0
transplante ronal  clinico ou experimsntal , varios defeitos
tulig lares  prenais Bt e cfetecl acdos, R A N a

cltminuiedo oda capacicacds e Concentracio e de aods ifdcssio

urinaris, assin como de ceabooredo de fosfato,. bicerbonato,



A S 500, aminoasidon, acido arico e glicoss N R

" e

condieles, pocorre com fesau#noie ume polidria nas primeira

Maras pads transplante renal, a qual  wsra cuidacdos oo '

o
=

mihttoramente do balanso hidrico & sletrolitico oo pecisnte

vt g cdiure elenadas  ainda ndo & conbeoida e

B8 s
pocderia  estar relaciorada  Com & mXpansio e o L
sxiracelular prég operatoriel a natriurese de despervacBor a
uma divress oskHtica  poOr ureial uma altsraco na reabsorcdo
de Fluido rnos tabulos proximais ou aincda a uma aliwracdo da
reabmoredo de Agua no tdbwalo colestor (108,183,

O tdbuilo distel & colelor € raraments avaliado na
pratica clindica  evor ndo wetar  odirelaments  enwoluido, EI)
raviocinio clinico & sxperimental por exsmp io, Frdr gue
refere o neorose tubolar  aguda como gcorre com oo tabuglo
proximal, As  cduas principais funefes testadas wn clinica em
relaclio & eata porsdo  do pdgfron # 0 a seorscdo ode fons
hidirosnio » g reabsorefo oy &gus gue dquando alterads louva a
Uing  aciclose w/0un polidria {140, i

flurants as altimas duas décadas tem aumentado muito
o oconbtoscimenltos  relalivos & estruturae 2 funedo dos varios
segnentos do néfron e do sistens de ductos colstorsg U
LeEL L, Homee  Swith atirmava qus o duoto coletor ndo tinha
uma funedo especializads wxoelbo a de servicr como um condulor
clo Fluddo tubulae (220, Con o desenoeoluimento de Léonice de
microperfusdoe  ode tdabulo deoladgo (47 L s lLdonioa e

localizasdo espsuifice de  recplores hormonails  tubulares

VLA, IER L IYELIFPEY & de estudos cele lhados dia uitrasetruturae

Yy




mwGrtoldyica de celula tubuiar COE.126,151), werificou~ge qus
o tdakuleo coletor %o era um gegmento con caracterfisticas
morfoldgicas & furcionais uniformes.  EFote tabulo diuvgde-eas
em guatiro seamentos difersntes baseados na sua localizecdo =
fung o, Mestes  ostudos  ohserugu-se  sinda  aus o T b lo
codelor cortical  ers compostio por uma popuylacio Meterondnea
de e iulas, as colulas principais v oas intercaladas CALLAH Y,
O tdbyleo wcoletor estd relacionadoe com o reajuste  fino oda
reabsoredo ¢ secresdo de vdrios dons,. FPele Labolo realisor e
sodio,  olorslto y  iwarhonato £ syl a pol assio,
Feiclrggénio, bicarboneto e aménia conforme as nscesstdades oo
organises LD, LU, B35,

Mldm disso, os wvarios segmentos do tdbulo colstor
degsempenban pepflis dmportantss e interessanies no mecandsmo
e concenltracde  urindrias e rna  momsostass  Pbideics  do

f.

arganismng, O epitdlico oo tobulo colstor £ responsiun &

smpaniba Um o papel Ffundamsntal na

VamOprEES g portanto oe
concentracio & dlilnicdo urndria CLQE, 137,150, Sob &
influénaoia da Lasopressing o wpitslio torne~ge permsduel L
agud ¢ que permite s formaglo  de uma urine concentrada, A
resposts & wasopressinag & 3700 goores dertro de minutos e
tambotm & prevertida #n quest¥o de minutos quando ¢ retirada
cley meig, Eslo horminio  ss liga  aos recsptorss da membeana
basal et Ua o gque A sua avdo se Ja na permeabdlidade s
mEmlaana apicel, A vasopressinsg ag9e selimulando & prodooo

a7 L

mopnofostato 3 S adenosing olocldica (AMPo)

intraceluglar s

i i L o Ley o G o] e subet 8nodss

gt ER A EER

1O0



¥.

intracelularss condux a tusdo de agrecados de partioculas na
memlai-ana apical, oo gque  sstes a9 aacor clee particulas
e lusm o mindsoulos vanais ol Al d L] che fagura 1

o

Ch,E4, %%, 106,144y, Um grands mdamseo e subst &noiaes quimicas
tew clemonstracdo  alterar a reasposta gelule & Wasrorossing,
entre eles weslio as prostaglandinags ED, o odlcio, a protweina
quinaas [, a abdosterona., wertos amino  acidos, o GMPo, &
novachenalinag, o titio, a acetilcolina, a  calmodulina, &
Bradiscininsg. a8 sometostatina, o fator npatrivestico atrial,
a toxinag Jda cdlera, s toxaina Fertuscrs, & oilochalassina R,

 molokhiocing, a wndoteling 51,106,185, L4970, o

Aaesim, leuvando em oonta todew wosdas cagravtierielicaes
cla conservasdo  RMipotdrmics v go tabulo golstor corticel e
cignco  continuidade ans  nossos  estuwlps de "wapwamentao!
furcional pas  conserwacdo, dos diversos: segmentos do neteon
M

atraugs cla  téonicae oda  wmicropsrfusdo o tabulo isolado Min

" ‘e

witero ¥ reasn luemncs sutudar & XA T i solugfing

sonoEl o cho

conssruvadoras sobee o epiltélio tubule s
neEfeon, For autro lado , sabendo-se  da ool rouEr s SRS
existe a4 reepeito do uso do don msan®sico nesltes solusles e
qus A sclucio conseruadora  ods Dollive oo s wewm  (Euro-
Collins? a  acdiedn desls  cAtion & ampe Laments ulilizeda nos
cerntros olinicos de transplantel procoraneos testar o efelito
vleata duas solue®es sobre & conseroagdo  da  wiabilicads
Funcional do  epitélio oo tdbule coletor cortilcal e Coslho

gl et oo k| gliueiaas manoh: as srperimnentals,
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FIGURA 1 - MODELO HIPOTET!CO DOS EVENTOS CELULARES ENVOLVIDOS NA AGAD DA AVP SOBRE A
RESPOSTA HIDROSMOTICA EM EPITELIOGS E AS POSSIVEIS VIAS DE AGAO DO MgS04.

FIGURA REPRODUZIDA DE ABRAMOW, M. E COL. (1)
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G.8- MATERIAL _E _METQDOS

O estudos e conservasdo  tubwlap ranal  foram

chesenvoluidos altravds va tdenica da microrerfusdo de Labulow

1l

isolados Yin  witero” deecrite por Bura oo colaboracnres o
1966 (47),  Horsler & col, em 1984 (110 e moddf Loada por

Y

Figuedrsdo & col, (H33, Vide a cdescricfo da téornica na parte
3.8 Mestas condiebes separa-se uym tabulo colelor coo Ll

e Finas eslrise corticoiuztamedy lares oo ring oo e L o o

adarte ac  sistema de microperfusio para iniciar o0 eatucdos

controles e de conservaco tulbwlar Yin witra',

CUMPOSTICRO D& SOLUCAD BANHANTE K FERFUSORAS

A selucdo ulilivreda para dissecar & Banhar o
tabule coletor cortical de  coelbo consiste  oe um Rinser -

bicarbgnato wodificado com & seayinte sonposicdEas Ma CL 105

mM, Mo HCOZ 2% mM, Ma CRHI0Z 10 mM, Na HEFDS 2,3 wM, ¥ C1 %
it fa 504 1 wmM, Ca CLE 1,68 oM, glicoss 8,3 wM & alanine S
mM, & osmolaslidede desta soluefo & de B8S + 4 mOsmoles Kg
HEG & foi medide pelo ponto ode congelsmento num psmémetro
Acduance mod,  3WIL, 0 pH desla  soluslo & de 7,508 apos a

o

gaselficacdo com 9EY e 08 & SN ode CO57.
Fara s setudos de concutbivicdeds Ridraulica X FEmTR

utiliza-~se um perfusato Mieot&nicy Com & hesHa composicdo da

I

solugio banhants  com exowedo oo Ma 1 gue ¢ diminuircc Par s

NI Y Eate poerfusato arresente ume osmola lidade oe 196 4 &

milsmoless Ko H20 & um pH oe 7,00 & owsts perfusalo £

1

sy
W)



adimionado 5ooa i¢ i Am) ol 1AC-Carbosi—inulina O M

Dviglarc B Deay 70 que serue OOl warcandor o Wwodome para an
mEclicas  oirelas 32 alvieado e SRR G tulwlar 15

conchrtd i dlacke ool Au lic e

Furmzionais e conclut uids e

G oausliaco dos par dme

P st dics s3o realizadas  atravds das medides des amgsatras

coletadas nun perliodo basel  {que serus comD e e e el
irvtenridache da preparasdod o no perdiodo apds o oadiclo de 900
wlIZmly gue waguivale a concentracsio e 440 picoiolar [y 4 I

. i P I.' LR T O T R T AT e W 4

LA Lo I A IR e Wi [+ R

1

w0 lugdo Banbiarnte e tulauiar {5

MEDITAG I COMUUTIVITADD HEDERALE KO

4, datin b

mocondetiotdacte MivrAulics O Lo L0-T oms

e pae e atad liciacis & &duua che e spdllS it quano

w0 Pleam Li I wr s den e paimat Lo L e i win g & o

frantante Clsolfnloca) & < GrrlusEon FrE F s a

Clygmotdndog ) @ @ waloulada pela Fdrmula o e ludidla g
Duliaie  em (I S OO G I .
r‘ ~

b w Y Ci Ci_ = Lo+ 4 . in il - ChoLoi

N Ci o, Gl {0 a2 COd = Dy Co




O

[ ¢ ¢ contante uniusraa l dos GaABGE
T i a temper atura absalutla G AU by,
A ¢ a bdrea Jdo Talbulo verfundido {om®), que & obtids através
cha e chibola Chinogon e dment o e do wbdmetee tubwidiar no finsl do
ey g i mEnto alrauwds e owm wmierfmeltro adaplado na ocular do
Wicrussapio,

Vi ¢ o filuxo infundido (owidleear, calouvlado atravds oda rezfo

che DO dal-dinulinsg y coiwtadas  140-dnulina? perfundidel X Up,

Vo & oo wvolune e amostera aoletads num deltsrmninads periodo oe

Tempo (0 omaS e},

Ci & a osuolearidacds da solus¥o perfusors (atm?,

Co ¢ a owmelaridads

de solusdo coleltada, caloulada & partdir
da razdo D140 -inulina? colstadaC0140~inulina ) perfundidal X
Eifatmi,

Cb & & osmolaricfade s solucdo banhante (Catm),

PROTOCOLOS & ~ERIMEMTATIS:

Com weta praeparasdo  fToran estudacdos um grdpo
controle, pasra as hossas  condieles sxperimentais, » guatro
WrupGs expercomentais s acarado COom o Frotooolo o e

13

COTT S VaGao owiter ot desenooladicdos
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I~ ESTUDOS COMTROLLS M COWDICOES MNOEMOTERMICAS

1107 307 507

EQUILIBRIG BASAL AVE

Grupo Controle (nmBl) - Tabulos ocolstores corticais { TODs )

prowvenientss de Fraamentos renais ce ooelho foram banhados o
Feefuncicdos  oom Finaer-bicarbonate (REF)Y dsosmolico £
iposmdl oo roesbectivanente, gaseifivcados  com 5% ode T0OE
LW e 0L & GTEL. Mestasn  condi¢Pes, apds uym periodo e
eogud libeio de  apeoximsdomente 110 winutos, cronomelrados a
particr da worts do aniwaeld & dnciuindn o pericodo de dissscedo
a 4Ll e o pecrfusfo & 3700 , foaram coletadas 3 amostras oo
perlode basal, & seguir  adicionou-se ao  banho peritubular
00 wli/ml o de argining wvasopressing (AU Y & sstudou~ge  a
covdut durdacts iAol ca (le ) surants  sproximedanente S0

minutos .,

TE- BOTULOS DE CONSERYAGARD TURULAR AFDS UM FERIONO CONMTROLE

COM ESTIMULARAD MURMONAL

e’ 257 457 307 a0
Lp L.p Lp
EQUILIERIOQ BASAL CONTROLE EXPERIMENTAL RECUFERACAD
ALY B/ ARD ¢ COMNSERVACAD AVP A ANE o



Mesle protlocolo experimental, os TCCs foram
Lanbados « perfundidos como ne arupo controls seguidos oe um
paricdo o egud ibrlo de 110 minutos, um periodo bacsal & um
periado controle  conm sstinulaelo hormonal oe AVE . Apde este
periodo controle  passou-se para o periodo sxperimental no
gqudl sefeluou-se a8 preseroeaedo com a solusdo conecsrugdora oo
Vado peritubulae & L1080,  sew gaseificasdo o sem  perdfuisdo
tubtular, durante a0 min, W R meenuti, e periodo de
recuperasdo vollou—ss g perfundir s tdbulos  com Rinwer -
Leicarbonato a 370 wals wslimuelaglo hormponal., O grupos
experinentals cdesenuoluidos neste vrotocolo foram:

Girgpo 1 {nmSy - TCOs Foram  conseruados oom Ringesr -

Bacarbomato (AR & 1080, do lado peritubolar, Mo periode

controle ¢ de recupsrasdo fToram sstimulados com AVE

Grupo 1 (noB) - TOCs fForam  cohseruvasdos  com soluedo e

Collins (oentendo o S04 & 1020 do lsde peritubular, Mo
periodo controle & de recupspracdo foram sstimelados ocom aUVF,

Gitupo TILE (=g ) - TCLs Foram  conssrwados oom solugdo e

Collinsg (Contendg Mo S04 X 1020, do lado paritubular, Mo
periods controle e de  recuperasdo foram  estimulados com

o o -

g cdelice ({E-{ d4-chloropheny 1thio) adenosing 290 %7 oaolve

monophosphated, Siagma) 104 M,

Gedpo IV (nzdd -~ TOCs Forawm conservados com soluslo de Furo-

Collins Caam Mg SO4) & 10620, Jo lado psritubwlar, o psriode

controle e ce recupsracdo Foran estimuladoe com AVE.

b



LOMPOD E6A0 A% SULBCOLRS CONSERVAIORAS

Solucdo de  Ringer bicarbonato (REDYY Ma C1 10% mi: Ma HCOOX
aamMy He  CEHEDZ 10 wMy Ma  HEFO4 2,3 mie K CL S mMy My S04
1,0 mMy  Ca ClZ 0 1,8 mM? Glivceoes 8,3 wh & Blanins 5 wM, A

1)

gzmode Licdachs cdesltlas solugdo # de 284 + 4 wmbasmoles g H20 & o
pHo¢ e .38 apds o a waseificagdo,

Solugdo ce Coliing (gom Magnésiod: Ma HOOT 10 wmMy K HEFOD 15
wiiy KE HPOG4 42 mdy K CL 1% mMy alicoss 139 oM e Mo 504 58
mi. A osmolslidads destes solucio foi de 320 + 5 wlamoless Ko
a0 e o pH foi  ajustade com HCL 1 N para  V,0.
Solugdo de FRuro-Collinsg modificada (semnm magnésio) 13 Esta
s0IUGCHD possyl @ mesma  comnposiedo da soluedo we Colllins,
cliferindo somente na omisedo oo Mg S04, & omissdo  dewste
componente ndo foi corridglida pamdticamente pela peguesnae
variacdo obtida ne  medide da  osmolalidacie  Final desta
solusda 4  qual foi  de 318 4+ 4 contra 320 4 % mbuamolecs Ko

a0 da solusdo  de Collins com Mg G004, .

Lo



AMALTGE ESTATISTICA

Gu rewsoultados obtidos nos rupos experimentais Toram

06 pela média ¢ 0 erro pedrdo da mEdia

e lestes sotatisticos uwiilizados foram: o tesle f

frateacdo ohe  Sltuclenl Para comparastes dntragrupos.,  AR&lise

cle varidneis  con tests de contrastes maltielos oe Mewnarn-

Keuwls ou o teste n¥o peramsirico  de Kruskal-Wallis para
comparasfes dnter-gropos (8483, O nifusl e sidanificdneia
otilizado pava a reisi¢¥o da hivdtess oo nulidade foi oe WY

i ¢ 0,000,

10¢



5, 3- RESULTALOS:

Mas nossas condisBes BXpaerimentais, nas quais foram

leatados & ay¥n thrnkhwwrﬁaﬁasujluqﬁe#=;umwﬁeruadurass & 3080

sobive a  Tuncdo do touis calel corticel de coelbho isalacdo

a peefundddo "in Gitiro', shconltlramos G Sttt e

revn ltactos o

1 LETUNDS CONTROL IS EM CONTHIGOLS NOEMOTERMICAL

0 primseivo paseo realizade  no Rrotoselo sxperimentgl

e conseruasdo tubular foi um selucdo controle com os fabolos

coletores corticais e cowlho  om condielee e normotermia,

",

para auvaliar as nosssw congdicoles experimsEntais com relacfo X
Literatura i Crhrt e 3 S UG conteo le (G L.

Ue  pardmetros funcionais oo b los  coletores
corticals dsolados - perfundidos "in witro” foram avaliarcios

a avar, wtilizando- » 08 procedimentoe e roting para wates

v B EmPardd ce Com o paridmetros sinvoantracios I ¢
literatura . Os  povdmelros  do nosso Laboratéria et
representados na Talela 1 com o valores medios & g wey

respecliue erro padrio de media (n=fly. Deetla forma, tdbulog

coletores cortinals  de sproximasdamente 1,98 0,10 mwm e



comprimento foram peedondlcos o Ul gradiente  osmStico

meclio ce  18Y 4 1 wlem/l, wntre a solucto  banbarte = a
pertusors, & nestas condietes BxpErimentals  apresentaran
apds um  periodo e sguilibeio wmedio de 110 03 minultos, um
periodo basal  com uma corcd duidacds hice aulivag Clp ) oe 27 %
0w TO=Fomsswma, atm i L i Ferenca e potencial
transepitelial de  ~12 4 ¥ wV quando perfundidos i um o Luxo

e 34,3+ 1,1 nldman L A HUET . quando se adiclionou 200

i ml e argininag-wasorress g a s0lugdo banante, Bouwe am

wifioante Cp O O0.0%Y  ma condutivicdacts bed ol & Lia

aumanleo ois
atiﬁgindu o walor médio de ERS 4 B ¥ 1O-FomAsey, alm, por um
perlodo gue  durou 47 4+ 3 wminutps, Meste periode ndo nhiouuve
e wvariasdo significan-e no Fluxo de perfusia qus foi de
5.3 4 1,0 nlsZwin. nen no regietro cla  diferenca e
Fotencial transepiteliasl que foi de ~10 oE omd, Assin, eotes
resltaclos obtidos % Nossss condivsBes econtroles  oe

normolermia s=otdo o acardo com a Diteratura ¢ dentro da

faiva de walores encont: odos com esta tdonica neste segmento

o rdf e on Fe G i erans Laboratdérios (7,82 .



TI-_ESTURCS  BE COMSERVACAD TURULAR AFDS UM PERIONO COMTROLE

COM  EESTIMULGOHD HOEMONAL

Mozt patraléaila eXberimental  obheo amos

dhiversos L O fay st lnles cooneli g fhers .
Bse i, RO TN ) Fralidrou-ss oo estodos

controbss A 3700, a8 seqguir passou-se @ sstodar o efeito da

congeruardo ¢ frie sobre g funedo  tubuelar, con diuersas

soluctes conserusdoras adJicionadas oo Jado  perdtubolar

LR

Desta forma, nas tabelas 5,353,459 estdo representados os
walores dinchividuais & m@dios & o respoclivo sreo padrio da
media  ddos  pasrdpetros funciongis  enconteados  en tdabu los

colelorss corlicede preseruvados oom as dilversas solueles

conservacdaras Dgwg-se consicerar quse neetes  cupos de
tabulos & conssrugsdo Foi realizacdse apds um pericdo prduvio
e wgudi libede  de aproddmadaments 110 min, .,  segurdo de  un
pertodo basal & onm periodo controls Com sstimulacd: hormonal
com AVPE ouw AMPG, De par@metros sncontrados cowm ssea manabra
e conservaerdo foram o8 seguintesa:

Mo grupo T Cnz=Dd,  tabela 2 e gré&fico 1, s tdbulos
apresentaran Jdurante o periodo oontrols oom AT uhi
condut fwicads Midraulica meEdia dde 297,05+ He LT 10-
Tomsaeg, atm & qual foi sianificantements maior (p {4 0,0%)
o auw & Lepo o media e BEE.Y 4+ A2, 4x10-Fewmlewg, aln

snconirada, no  perlopdo de pecuperacdo, __apas & r NEErUacdo

o & selusdo Fisionldoica oe Ringer—bicerbonato (RD Y, Potes




clados bndbioam gue a solusdo  de  Ringer-~bdcarbonato ndo
conssrve o condutividads hideAulics (Lp )y auandde conparaca ao
conterole prepresenltando uma dndbigHo e 20 4+ TH das fungdo
tulb lar,

Froseeaudndo, no grupo I (n=SY, tabels 3 ardfico 1§,
% tabwtlos  foram ayora  conservados oom solugdo de Dollins
Loontsndo sulfato  de magnesiod e« estimuledos, darants o
poae doclo contrale @ de recuperacio oo ggg W o Meslas concdiaes
observames neste  warupo de tdbulos uma auedsa siganificante (p
O 0,000 da condutividade hidednlics passanrdn s T8RO .00 4
19,9 paita .8 4 18,8x10-Tomdesa,atm apos a conservasdo,
Eeta queds representou uma  dndbicdo de 45 4+ B% na Ly osm
resposta a selimulo da AV e Fol sianificantements (F ¢
0,05 menor  gus a  encontrads no grupo L ooe BG4+ TE,
indicando gue wata  eolucHo Conssruacdonrs dee Collins
(oontendo madnesio)  nao manitdgm o funedo  lubalar, expresso

pela Lp, curants  wets  tempo de  aualiacfo sxperdimanltal,

O grupo TI1 inzad, tabwla 4 w gerdfico 1, apresentou
um  comportamento  semelbants  oao o grupo 1D em relasdo &

concdutiuwidade  hdidraulics  gquande foi  sstimuladoe  com  AME

el ldoo Meste arupo oe talblos Obiseruol-se  Unhs quecta
slunificante na resposta Jda o condutiwvidachy Ridrdulica entes
o parlodo contols com  AMP ofclico, Lpow 133.0 4+ Bi,6x10-
Tomsseg, atm, & o e pecuperacdo exstinulado  tanbheéEm com AMF

cholico, apos @ consscuvacao com Dolling Coom Mo S04, que

LG



apresentod une Lp de 56,8 4+ 9,3x10-7om/sey,atin , (g < G058,
Cete queda na Lp o oem respostae ao AMPe foi diferents
egtatlisticements (p O 0,050 o arupo T & representou Uma
inibidiedo o HY 4+ 7W O, indicando que o AMPY ndo reuvert oy
wlou atd agrevou @ alleraso da resposta de permeabilidades
hidravlica soferida  apos a conssruvaco com o eoluelo e
Collinsg  Coontendo sylfato i Maungsiod seatd §oola (W=
esltimulasdo pels AVF,

Mo grepo IV Sn=dd, tabela B e gratfico 1, os tdbylos
coletorss corticals foram conssruados  com solucio Jde Furo-

Collins (sem Mua §04) & setimuledos com AVF. Meste garupo se

oblser ooy uma diminuicdo  significants e wondutividads
Foidiaudica entre o periodoe controle, Lp = 194,868 + 36,6 & ©
clee recuperacdo,  Lezldd, T+ B9, 1x10-7 amsssg,otm apods 4
conseruagdo Cp O 0,080,

Mo entanto, esta diminuie®o da Lp pas conservacdo
ndog P diferente westatisticamente v Dutros  grupos
wotudados, sendo gue a  poraentasen e dinbisfdo da Lep foi cs
23 0+ FE s ssmedbante ac encountrado no o arupo conseevado Som

Ringer—bicarbonato (GYY

Sumarizaendo, ( grafive £ esltes dados sugeremn gue g
conservagdo com a solusdo e Collimg {oom Mo 5040 de alauma
forma altera a resposts horsonal & argininag  wasoprassina
CAVF Y, & gual n¥o & revertida  con o AMPo,  diminuindo  a

concutividade hidréulice nestes Ldbuleos colsiores coplicals
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apds & ranservasdo, & solus¥o de Buro-Collin G Lewn 8 adicdo
cle Ma 5041 ) Lambém inibdu  a condutividads  Fide&olica [r &t
CONSEPUAEIO ,  mas de maneira mais branda  mosirando-ce ma ig
efivar que o solusdo ciam o sultato magndsio, produzindo ume

sl redo che apsnas DAY e relacio qos 48% de conserussio oom

d s0dugdo de Collins (com  sulfato de ma dngeiod, além de nfo

procdug e alterastes morfolanicas redenggrten Fresdmm g
onsiderar aue  a snluelo  conteole de B g -bicarbonata A
POOE Mper  se” produziu ume pequena  inibi Ao (50 + T4 na

rasasta an AVE



T4 DIGCUSHAQ:

Mo teansplante renal assim cono na investigacdo
expacimental  ooenm e téondcae  da microperTusio  de  tdbula

11

bswlada i o aadoat, o wesddo renal & resfriacio, armazenaclo

siele e entHo espera-cs gue O

por o perlosdon war AL E, reag
lecido tuncione adeguadements nos  pacdedes de  normalidacs,
Dewido a esssa semsibhanegs no manusesio téonico do tecido raenal
por estats duas téonicas,  ploneiramsnte o nosso Laboraldrio
CP7 83,188, L8R Yy w  depals o o Pirde o Pottes CLTH,L79) tan

plilizado a micreresfusdo ode tdbwlo 1solado in witec

g
M tor ament o funcional oha el o drla ke solneBey
conseruwadoran renais,  tanto olinicas  como  wxperimentals,
Mestes watudos  de  opoaservaeslo, esta téonica  permite  a
Ghssruacdo  detalhads das  propriedaces morfaolagices 5
funocidonais oos tabulos loan  apds a B4 & el aurasc®o Qs
comndiefes oomotdérmicas, além disso, wela tdonica perwmite on
saludo dirst v da vespenls spiteliasl & conservasio, sen a

o sistema wvasoular geoclos Fatorss ot e

interteren:
gxtra rerails,

O tabwlo coletor cartical foli szoalbicdo psra os

R snbucag o cohssruvacdo pelo seu enuvalueimento oom os

meECanismos e conocentravdo ¢ diludg¥o urindria, atrauds da

sinag LAV IL3E, 139,

asdo hormon: 1 ode arginino-vasopres
feaii, observando a literatura, consicera-se gus A
atiwvidadse artidiurdltica el gedt e da vasopressing i R

st ohia. rra o suolucdio dos vertebreados, conteibulndn para



a wolonitzacdo oo ambiente  terresire, Pensava-~se  qus g 8Ua
Tuhng o wra rancdta ate nédfrone terminais ., Mee  entantao,

atva lmenlte sabe- e gue FA i arancde ndameero oy teosidos renals

W Ao renals e sd0 e sl Yoatiuidache o AVF (1830196 0.

fren . mocdo . wabue-we gue g alividads anti

da AVE wmetd relacianads ao segdndo mensagediro . 0 #AMPoC (933,

Varios autares deponstraream  coveselacles entre 0 nluedis e
EUF com e atiwidads dda adenil ociclage & os niusis e AMPC]

“o My e goregactos chy microtabulos na s mise ana

& N Y
plasmbl ics apioal Y Fluko hidro-—osmdlico cle Aaua

Gl 14,99, 086,138, 104860 0,

(e rwecestores epiteliasals renadles e wasopressins

reoponsdnet s pelos efeitos Ridro-oswdticos eolio do tipo VB e
metdo situedos  na membrana basal do tdbulo coletor, Eslss
receptorss quande  estimulados soem  wvie o adenil Clolese &
proddug o e apitve . ativando  uma proteina fosfoguinass Coide

BunguEmna e Tiagura 17, Mo entanto, bhé tambde incdioios de gue

SRS B TR I A I Tubular sxistan  receplores do tipo V1, gus sdo

Pralvdituabmerste snocontrados  em musculatura Liwa w  no tediodo
Fraim &t ieo (1233, Estews receptltores V1 ndo  »aldo acoplados &
adenil odo . aue,  masn A hidrdlise de polifosfatidilinositol
CFRTY & s sarmascdo oe trifostate dnositol (IF3) qus Causs um
aufrente no caloio liurs citosdlico = na produsdo da prolsina
e ing e O EFatas cluas substincias resultantes da gqusbira do
FT oaZ%o eotentss inibidores oa formac¥o e AMPC e do efedito

vl o-osms oo da  AVFE no  tdbuleo colestor  cortical, Faseacdo

nestes fatous propde-se  gue AvE  pocde autoreau lar 5y

LT
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atraugs  da exposisan Jdirela Ao epilélio, o lado
peritulbular, &s  solugles conssrwacdoras & 1080, Bets Lipw oo
covduta experimnental pald baseado no interssse  os owoa

abiseruar a8 avdo  wirweta deslas  solusBes  sobre o T vl

ppilelial, switanco o uvtilizacdo de Ldbulos prowvenienl.. W

ring  ou  Frasmentos  peeservados  wus o poo tem  swobar  wmal
conservados por bersmn sicdo mal perfundidos e ndo estarem wm
contato com 8 solus¥o conseruvadora (9,77, 104,160,170, Além
disto trabolhes nossos  anteriores wostraram  gue  a  wla
peritubuiar & a  que  wmelhor  congsrues o labulo  proximal
LE3,B4 9,

Og rewsyllados abtidos com wsbta manobea sxpsrinsnlal
puddenciaram aue o conportamento  funcigonal pds consewacio
foi heteroadnes = gue poderia depender do sstado melaasdlico
e e composivdo da solucdo conssrvadora,

Mos arupos do protocolo sxperimental (labels 3 sam
Qe 8 conseroagdEn fal realizada apds  um  estudo  wonlerols
prdEuio gus incluhe um  pesfiodo e osagud Likbedo mdadino e LA

shdmu LaeHe com a

miti,, um  pericdo basal & um  psrlodo com o
ANVE ohssruou~se U a  conservacdo  com oa  solucdo de
Colline (oontendo Mg S04)  levava a uma inibi¢do de 434 «da
condutividades  Ridefulica (Lpy o oewn ressposta A AVE,  Lstla
diminuicdo da responsividade & AVF parece ndo e 8 housd o
recapltor, nemn e atividade  da oadenil ciclase, uma omz que
nXa ¢ revertida com  a adi¢do  de AMPC na preparagdo, P
outro lado, o solugfa de Durco-follins(sem o Mg S04, parece

ter conseruvadd  melbhoe a func8o da recpopsta hbdeo-osadtica,

1LY



uima Wez o gue apog a  conservasdo  obseruou-gse  ARENas  UmE
inibie¥o de  98% na Lo owwm presposta & AVP, Este comportamento
fol semelhants a0 sncentracdy no 9rupo emn Yoe os tabulos
foram conseruados  com a solucdo < Finger—bicarbonato (BRE),
Mepgle geopo (8 L, tabels 2 uverificou-ss qus g praprio
resfriamento do epitdlio durants a conservasdo, procuzria uma
cliscreta inibicdo da Le em reaposta & AUF,

e fato, ¢ sesorito na Literatura o efeito & a
dependéneia da aedo da AVF en tdbulos coletorss de cowsliho e

PrElacHn & Temperatura, O respostas a AVE o em Labhulos colelopss

n f.

corticals e coslho disolados & perfundidos L wiira'
caragcterirada poOr um o aumsrito  na condutiwidacds hidrdulica,
gus & wsldeeldl e prolongacda quands o experimenlo & congduzido
% BEOC Mo wntanto, A temperagturas malys  préxitas &

fisioldgica e JT72C, Id uma resposts méadimsa na Lp snles J0-

A0 min, . aros a ewsbimulaco com  a AV, que entdo sofee um
cleclinio lsnto & prosressiveo atée chwgar #0% nivedls hasals

apas 1890 min, <da welimulagdo (97,1622, Hall e ool

demonatraram gue & temperalura "per e pa ausgncia da AVE
pods afetar a subsegquentes responsividads da mesme em bdbulos
colstorss corticats  <e cowlho, Estes avtores obhserwvaram qus
aguscendo © tabhulo préduiamentes AoOavel gem walimulo ooam a
AV . B apds eesfrlanco s Labwlos  x DEREC wom o owaslimue lo

Phormonal, acaresltavae s andbigdo  da g, soete  efwilo  wa

tTewmperatura no deslinie da regposta hiddro~-osoedbica est s 2 lém

e weracdo oo AMFe, polse ndo reverteuy com 8 adiedo o wmesmo

A preparacdo (Y70,



Frocaouvelments sata inibizdo da  resposta hidro-

o lio. deus  estar Ligade ao resfrismenic & ndo ao falo b [
tabulo nEo responder  a doses  conssoutivas  oe AV pela
deswens b lizas o cle s ree Pl or ey &0 hiormenio,
Ubrics auotores tom cdewonelrado & dessensibllizagdo

do reeeptor e da  atiuvidads  da adendl  clolase & coses
eleuadas ou  consecutivaes da  AVF na  linhaaewn  de o lulas
spilelisie renais  LLO-PEL, que sdo provenientss  ole riwm de
porco & respondem & AVE Com o aumento da produeo oe ARMFE
(1,108 o e epitdlio de bexdisa cde sapo (1AL Com recduedio
Ao nduels  cle AMFo e da resposta Figdro-cemética, Mag nossas
condietes sxperimentads utilizamos dosgpe supramaximes de AUF
fors U/ mlndaneio-12 Mooy 4460 pdid,  ne sentanto, Lorenzen &
e {147y wostraran  dados oo o tebulo coletor cortical de
con Lo ande aF:fw} hawia ciferensa na mraan i tugds vla
o dutividads hidrAulica (Lpd oem resposta a ume segunda o e
e AP, apds 30 minutos da  relirada da primeira Jdose do
e mBnio, Foro outro bado, fublioeu s ocol, (75 clemon st ar ain
guw raltos normais ou com diabetes insipidus guando tratados
e doses  elevadas e subsequentss e AV ndo aprecerntavan
demssnaibd lizac¥8o & estimulagdo da  meama & Ny produsdo de

s tobulos  opletores corlicais, mas  somsths na

pioachue o e HMPO a niusl ds  pore¥o eapeses ascendente de
Honde,

Outro fator gue poderia =star relasionado com ssta
dhwerets gqueda  da Lp & estimulac®o da AVF no grupo T & quw

dlrante a conservac®o o tabolo & submetido a un veriodo ohe

ey
R



api ox Imadamente 30 wminutlos de dlesguemisa fria, Hanley em 1980
1) dewmonstrou que 60 mipuwtlos de  isguemia renel A 3700,
provocava uma  gqueds e B9Y na condutiuvidads bidrdulica s
cenposta o AVE em tdbhulos coletores corticais de cosiho sen
contudo procduzie alieracles na  morfologia oslular . Sabw-go
aus 0 frao ddminue  a atividade meltabdlica mas ndo a inibw
comnp lelamente (80,148,154, Por pulero lado, a Ha-K-
ATFage oo coelho & menos sepnsiuve) ag frio (154,221, Assim,
Fritvaws bmente durante o pariodo e conservasdo cantinuou a
Prgurer um consume ode AT, o gual ndo foi totalwments reposto
FOP Cauna e dsquemia,  lste levaria a oflula a  uma
diminiuisdo nos nloeds de produco e AMPo & diminuvic¥o da
preaposta hideo-osmdtica ag AVE, Alem disso, o resfrismento e
a nsquemia  alteram ag  estiruturas  lipldicas de  membirana
cauvsando  lesles B mudangas a  permsald lidade  celular
CEO.E3 110,157,180, Hasearodo-se  nos mecantamos ode agdo
e lolar da AVE, & conseruwaedo oo oepitélio do tdbulo colslor
01080 pode conduzir s alteraeBes a0 wmetabolismn snsradtico,
cliy citosasguelsto  » dos  componsnties da meswmbranas ¢ oom isto
sfrer uma  defdicigncie da AV em mslimular & condutividags
Fiderawlicae cdeste epitelio,

Consivderarndo que, durante a congervasdo Lenhas hawide
ea diminudedo da sintese Jde ATHF o gue eolte tambén wetivesen

A

diminuido pela  agdo anterior Jda AVF sobre o tdbulo, & de e

na  formagdo ode aMPe na segunda

EEapErar gque bhajia uma el
salimg lacdo oom a AavE. apds &8 conssruacdo, Bela poss el

ciimdnuiezo nos nlowis e ATF pode lsuvar a ums oiminuicdo da

o rae
[ W R



alividacde das bombas ATF  depencentesy dsto resullaria num
agumento de  sadio dntraeacelular e consegosntements bambdm o

Hé& Lraballhos

caielo citosaelico CEOL 44,110, 10T
moctrando que  ne linhagen oJde cdlulas spitellals renals LG

MES & anoxia lsuwa 4 um  aumento Qo oodTio oibosdlios o w uma

climinuiefo dos niuveis e ATFE CLIO,E800,  For oulro lavio, &
esorlbo na Titeratura gque o &TF  tem i papel fundansntal

conmo aquelante e calodlo ES00 maandgilo GG, P01, 8000, Estas

“ritas ew  oooreerem durante 4 CONSEr UG H

alteraytes vl i

ra forwa,. influsnciar a agdo da AVE

il @A, e
gsaim, também selé desvrito na literatura gue o
gumsnto de  cA&loio citeosdliceo condur a uma inibdgdo da Lp e
renposta b oestimulasdo da AVP (7, 13.08,87 2, O chkloio elevado
ags  dnthindo  os  diversos  passos do clessnoacheansnto  da
resposta hidro-oswmoelica wian &) insbi¢do da adendil ciclase’
1Y wmetimulacio da fosfodissterass & quebrs  de  abiPoy o oo
cuntimulecto da  sintess de  prostas.ancinasy o) dnibigdo da
formacta oe  miceotdbulos »  microf  lamentogy w) diniblgaoe da
inewrgdo o e friedtie o da  recaperacdo dog componsnles
dos aagreuadoys e particulas 18 Mmembrana
Ch L IRLLG, 42,8E, BT, 1880, i oaumenio e cbloio pode
welimular a fosfolipasze A2 que deorasdas ves fosfolipldeos da
membrana oelular levando &  alisragfes de  estruluras e
Fermeabi tidade da meswes (110, EZ0Y,
Torne wstes falores poderiem, de alguma forma, estar

whivluldos na indbiedo parcial  wwe se  ohsmerwog e Le vl

..n-'-"“'-“_'_._
1 i AME

R
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resposta A AVF, apds & noanservasdc ocom o solucdo de Ringer-
Foicarbhonato (G I3 e de LDuro-~Colling Cgem Mg S04 (0 TV,

Mo mrupo dde tabuios onde s conservasdo foil fellsa com
& soluedo e Collins gontendos uma elevacrs concentragdo ds

masangsio (G0 1T obesruou-se une :ibiedo muilo maior da Lp

s resposta & AVR, s giee aldmn da acHo dnibiltloria
da hipotermia ainca ba a dinflugnois Jda conposisdo da solucdo

Conservadors sobee g oavlo da AVE e odlules  epilelialdl o

best e wortiocal,

Tk Lo oo

i tewm wido o oation ssquedicdo nos estudios

0 aan
de fune®e celular . Mo entanto, este Ca&tion € necessdrio para
at  transformagies  eneproatica: w  clo wmetabolismo Ccelular
CNLAG Y. Assime 0 wamngelo pe tioipe ativaments na opsraydo
e diuversas  Yhombas?  das ofivias animeis tanto Jomo umo Do
substrato sssencisl  ocomo uam cnibidcdor (91,128,12879,8010)0,  Em
geral o meanfsic acopla-ze &0 ATF & forwa o My-&TF, serdo
que tanto o ATF cono o Mgd? loure parecen e comportar como

indlidores das  ATFas 15 sbivichkace da  Ha-K-&TFPage e

Femdrias humanas € sestimulad: com concentracBes de maondgsio

Tiwvre mencres que L M, aciwas desta concentracdo ha dnibbgdo
da mesma (91,5010, 6 Cat2aTrass  oe  tdabulos colstores =
provimais ¢ dnibicda com  concentraeles de Mot oacima de 4,8
mid € LEE T,

Exigten euidéncias gue o lon magnédsio estad ligada
o mowimento  de outros  caltions celulares, Dle bloguedia  a
ertrada  de Nat e Cat? e 4 sa. ca de K+ do meio intracelulsr,

oL dlisso, wle weld  ligede a Fluddezr e aco metatolismo



Tipichico dda  membrana celular (2326, 0 maondsio tambdm esid
gnGoluicdo no o conltrole fisioléaicos  oe certos horemdnios pois
inibe &  agdo dos glicocorticéides, mineralocorticdides, a
formesdo e aldosterona, 4  Fungdo Tireoidianay ativa 0
paratohormanio = pode  goer um  cofator no  transports oles
glicose mediaclo pela dinsulina 11,875,

Considerando outros aspaotos deste chtion, existen
clavios wmostrando  que no masoulo liso & no cardiaco o sumsnto

e maqandsio Irlogusia a acdo do o caloio v g deficignoly de

Mot potenaia o a¢%o Jdo Co4¥, 0 magndsio age
au niwel do reliculo sarcopliasmatico Ligando-ss ao receplos
operacianal do o cansal de cAloio assim inibingdn a satda oo
psemo & LTambawn ativando a Cat+sd ATFase o pespectivansnls o
infiluxo para o ceticulo (3,417,

Coom relagdo & WASOPTEBESINA, é& ltrabalhos
demenastrando gus o magangsio aumenlta & ligacdo wspecifica Jda
AVE ape preceplorss cde membranas ey plaguestas humenas o das
celulas da linhaaem LLC-FKL (196.19% 7.

A aclo dnibitdéria do meandsio sobre g condutivicdade
Bide&ulice e resposts & AVE ndo tem sido descrita 64
Titwratura, swmbora sxlestam alaumwas refardnclas s8parsss, gup
mecionam a Qooreénoia de polidria apos a infusdo de sulfato
che magnésio U@ iredue®o  dincdireta dests  atrawvds e
Mipermagnesenis (74,103,546 ),

Lewvando-se  em conta o aspegtos funcionais da
mangs o cleoer itog ETSNT- pocher L a-se G e ap e &

Loy

conserwasdo com g soluedo e Gollins  (oonbtende  maan

L
e



GIT e G TIIT N, a yguantia =lwwvada de Mot l LTiwvew &
aeaaciaria ao  ATH para formar o comnp lexo Mog-aTH otdi lizado
nas ATFases, Como o ATF pode  estar sliminuido por cauvsa dda
ieauemia frida , deuve hawver nessta situasedo madis Mat2 livrs o

g Mausnoo e

gue g um fTator inibvidor da  funedo das Domk
maior dnipigHo dae "bowmbhag! Uail Qoorieer um aumenlto
intraceiuvlar o Mad & Cadi gque poddepla inibir o avdo da AV,

For outro lado, o Mg+ elsuvado ativaria wma maior LigaeMo oda

AN A roecesplors VE exigindo um wmator consomo ode aTF,

TambréEm aos peosplores Viogue  esglimulean o aumento  da
proteina gquinase [ s oo cdloio citosdlico gue a¥io fatoress
inlbitérios para & asdo da AVF (80, For outro lado, tanlo o
Mat s como o Catd elevado sdo dnativadores de calmoduling oaw
& & protsina gus rsgula a  avdo  da sodenil  oiclase AR
clependente {13,430,

Com retsrénoia & célula epitelial, sw  estg £
comportar em relasdo ao Mot ® comoe as Jde o masculo liso,. se
BHEEEFAPLA QUs O ﬁ9+ﬁ elevado produzisss uma diwminuwlsfio do
Cat? citosdlico, HMNestas condisBes, wsta situvavdo de caloio
Brgdr o tawbdwn  dndbe &  as¥o  da AP solee s Lp, FraE T m o,
it Lingham & col, CAY) observeram gus a diminuic®o Jdo cdleio
no banhice peritoubualars, & 2500, lewguwas a uma diminudgho oda e
clee babwlos  colsioers corticels de coslho em resposta a & P
Tambdm & Trabalbhos mostrando gue a s4¥80 oo chdlodio sobee &

3

adeni il ciclase & trifasica  isteo &, Cat? haixo  ou

N

indtaem a  avdo dests enyime (13,4580, Contuddo, a malio: da



deslas wvias  dnibitdrias answ a8 um  passo pre formacfo oo
AaMP

Moa o entanto, em nossos expesrimentos o AMPo ndo
LT E inibiedEo ca  Lp pds congsruacdo com a solucdo e

My B0O4) (G0 TIT 9, Mesta wsituacdo, &

Collias
lTiteratura ¢ dlweprawntes em relosdo & reversio oo eieito
inibiitério do cdloip intracelular pelo aMFPo, Freindt e ool
CR7) ndo obesruasram a reverelo da dndbidiedo da Lp com o AP,
ei manobrats  experimsntadls gque  avimenlawvam  a atividades do
cdlodn wileselioo, For  outro Lavio,  dAndo o« ool, 70
Glsarvaram que  a inibdicdo  da Lp  cadsada pelo dondforo de
chlocio ARZIBY sra reuverltide com s adig¥o oo AMPC . mas que O
messmo ndo rewertias a4 dndbie¢do  wauzada pelo atiwvador s
pProteing guinase G, o acetato e forbol miristalo, b
entanto, nde  se pode descartar a hipdltess que 0 préoprio
mangsio ou sulfato tenhan  uwa agldo divetas w  dndibitdria
sobre & Lo dos pass0g e euenlos gque  wosltimylsm  a
condutividade bidrduliocs el resposta & AP nas  nosoas
condieBes experinmstais  figura L, Assim, Yuki e ocol, (D247
abvssrevaram gL 0 tratamento e CHwz  ocowm Ca ClE =
blogusadores de chicio nfo  aboelia a polideria causads pels
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e Mroomt eoaumento  varitando entre 30 & 850 vezes, oo
Tamizgim wlilizadas Jdelicedas pingas dumont NS %,

O fraguento transfericdo era dividico am faties
Mehores o wm o wsa  Ddestas mesmas ftatiay progsseguia-ss 4
disescedo afllancdo-se  progressivensnte, v sentido odrtioe-
wedu Lae, un feixe de deoddo papidar, Ma alturae dos 273
viataie da  medula dintsrna,. isaglava~se o Fedxe de  Tamanho
arropriado guse  eca entdo seocionado oem wmuas  extremidadss
whilizando-ss  as FihGan B L Térosng g oL@ s L e
Tl nead, ceauande & Téoniwa  Jesorita pndda lwmente na
vartas 5,5,

Au pipetas comg percfuandlam feixes de tabulos
Lintam difmebsos maiores, sendo em btorne de BO0 micras,

O fluido usade como Danho durants & perfusdoe fol una
aplugio dsolénics {R70mbam e HED)Y de Ringer-Ricarvbonsto,
contendos LIS wd che MalCl, 25 mwM ool MaMODDI, 1.8 mM e
MaHEF0S, S de KCL, 1,0 md o9 CallZ, 1.8 oM ode MgBl4 & 5,0
mi e Gldooss, A S0lUGEo per- gsora Tinha a4 mesma Composicdo
idndocea oo beanho, pordm  era deita hipoténice CLEO  mbsn e
HMEGy pela reducdd  do solulo dmpernedaues] Mall (&0 mM2
e ando, portanto, i e acie: e ocsmdtice  entes o fluido
Tubular & o banto, Unm corests, o FRAC Grewsn, gue permitis
a visualizacdo comglista oo ceqgmento perfundicdo, tambam s
acdicionadce, o g Facllitaw. & mensuracdio do conprimento s
clo cld Awetiro Lubular, Froourou-se utilizer =wm  tocdos s

e zm torno de S8 nl min, para

w¥ perimentow pertusites o dpd



e

evitar um  equilibiric osmétice wentre o Fluido tubm lar LIS

Franta,
Calculo da Fermeabilicdade Osmatica .

Aomedide da permeabi Lidade gsmdltica  (Fosm® 4o

teita a partiv do céloulo do welume reabsoruvide (Ve oo
resposts ao  gradients vesmdtice pela maior concentracdo ohe
s0luto  impermsbosl, Mat, no banho wtilizado para os
ex pardaentos (1907,

Egte volumes reabaoroido fToil caloulado veanclo-ae g
sedguinte eguagdol Ur T Vio- Vi

e Ve tem as unidedes de naneolitroe por mivict o,
Vi g o wolumwse  dofundide ew vanolitros por minuto e Yoo s (&
odume coletado nas mesmas unidades,

O woiuwme coletado Fol wedido dirstamente atraode
e Frevessrichimento dda micropivetas wapecial oe uplurs
coristandl e, Divichindo-es ssle volume pelo Lemnpo sm aue 4.9
realizado a colela, obltinha-se o wolume coletaco por mis B,
O wolume infundido sra celoulado utilizancdo-se as B n e
wqua#ﬁwa:

Vi. L1 = WYco_ Ce

Orde Cooe €1 e referem as contagens por o mincuto

”

L b a e T i

chee Tu bdna Cl4 coletads e o dnfundids,

COMSETTracEa Titulimas radioativa cont Lcia 0 g lig &
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perfusora, Ci, era determinada  através ol Ui amostra e
volume conhecidn, celirads Jdivetlamente da micraopipsta
Ferfusora no térming oo X perimenlo,

O wéloelo ds Posm obedecia entfo g tewgin e

S aGdo

Fosm = Ur

A.Grad Osm

Onaie

Vr o era o volums os fluidn raatieoroido ene o Cm3s s

A e 8 Ares expresss en omBr coleulads Lomandoe
e a¢  medidas do comprimento e didietro do tabhulo, obltidos
kela dedtura  efetuada com o auxtlio de i mlerSmedr o oo da
pré-calibraco,

Grad Osa wra o gracdisnie osmatlice transepitelial
medio expressn em atmosfera (atm) & cailoulacdo pals  mddis
togaritmice snlew o gradiente ng inicio & o fimn o Ll g
atravies da eguacdo:

Grad Osw = v D{0sm banto ~ Dam perf ), ¢ Ok banho
Osm colet )]

A ozmolaridade do coletade srae deda pela L ERIE R N i

Ose colet = Ouwm peerf |

A transformasdo do aradisnte ocsmét ico X PR GT B

mlsm/ Ky HEZ0  para atmosfara, Fol sefetuads pela relaclo o

LiDow = 0, 0850 alw, wélido pare a temperatura o STne,




Aoosmola lidade dos fluides era determinada atrauves
dooponto de conaslasfo e um osmimetro Aduancesd 3WIY
O resultados da FPosw forawm  exprescos e
oy DS atm, s,
[h}

Adaplacdo  da téonica de microperfusio in

vitro¥para o estudo do efeito das solugles presepuvacddorss

sobre g epitéelio tubular

Lota abordaasm sxperimental constaus e 7 perdodes

Ma primeiva sltapa, periodo controle, ow tabulog
eramn perfuncdisios ne presengs de oum gradientes osmdélico s de
vasopreseina ou AMPC no bbanhio com Ringer-bicartonato,  Felo

mernonse 3 ampstras  eram entdo coleladas  com & saluedo

peritubular mantids a 3700 & borbulhadgs com 95% 08 & 9% o0,

caloulando-ss 0 valores basals oo wvolums absorvido (V) e
cla parmsabd Lidade osmdtica (Fosond,

Ma sequnds stapa, periodo Jde consservasdo oo
Hinger~hicarbonato ., indciava-es & manchra de preservaclo,
na qual a CdEmara ers resiriscds a 10LC pela passagsmn continue

sbwe dnvheyog by

vlee wolugdio conservadore durante 30 minutos, I+
ATe avidoa presado  oe perfusio. et g e amoastras o

sl o babolo dwerso i

biorbu lhvamento ole U8 = COR. pevmarnms
solusdo preservadora.

Ma  teroeirs etapa, perciodo de pecuperacio.

peproduzia-ss todos os provedimentos do prinsiro perilodo,

g gm0 gradlente osmdl oo

clmara wra regoguecida, restabe



QZ e Q0 coletava-se ag anostvas para mecida

Lorbu lhava-se
o Ve e o da Foow,
1

{0 estucdo "in witro® vonsistia e colela de um

miniwoe oe 3 awmostras, na presenca ce gradisnts gsmdtioo oom
ety addedo e vasoprressinag, para caloulo oo Ur e da Foam,
Tanto a Fase de colels comng o periode de aproximadaments 50

mitutos e eguilibrio, eram realizados a  JI7LC 0 e com

prorbulhamsnto de O0F e 005,

Caracierizacsdo dos grupos experimentais,

Foramn sstudados 4 grueos exesr imentates, Mooles
grupes foram avaliados o afedito o diversas solusles usadas
B proossss de conseruvasio , wobre 3 peEp sl ol o i

vitea" oo ducto solstor  papdlac & vastopersssinag 830 ul nl )

ine 5 o-aeH

ou an  aMie Lo-4m, U g-Cd~aohlaoropheny Lthio ) fAdsnc
o lyo mongphosphate 1,

0 gradisente gemdiico wra oriasado pela presencs oe
Ringer-bicarbonateo itselénico (2%90mbem) no Danbho & pela woesnas
golugdo feita hipotdnice (120mlesmwm ), pela recducio oo teor oe
Mall, mnoa perfuosate,

GRUFO T Measltes sxperdmentos {(nmd ) Foil tectasds a
vaparidade de solusdo de Ringsr-bicarbonalao, Cuda conposicsdo

autmica estd expressa na Labelas 1, e atuar & IOM como

sulucido preservadora no periodo de conseruacdo , wxaminansio-
L q resposta oo durcto  ooletor pagilar & a4l i

VABORTEaELna nos perlodos contierols e presupsracido.



Meatey experinsntos (p=?), & solucHo ds

Godddne:  ouwa composieio quimice weld @xXpresed ha Labwlda 1,
fad uti dzada no momsnto da canssrvacdo , avaliando-sr O Heu
gl e i b preger o lor (= copportanento  oa  Fosm o auebo

o lelon papile s & oagdo la wasgpressing nos pariodos conteole

g PECUpETagan,

RURPO IIT: Meste série de experimentos (n=édd, A

e e s

solucdo e Buro~-Collins - Collines smm  adicio e maargeio,

cuta composisdo  guimice saltd expressa  na  labela 1y f oo
Gli lizads como  adente e conservasio , ssbudando-ge & wUda
acin atrawvds  da Fosgm da ductn coletor pavilar anb  asfio oa
La s PP EGELNG DO periodos controle & pecuperasdo,

GRUPG TV Meata série de expsrinmentos (¥,
Loros 04 procedimentos Faram Ldinticos a0s WrUPGS 13, wrowelo
pe o substituisdo da wvasopressinag  pelo AP e pelo carater
wac gedonar o oo anbo, Cumpre ressdsllar que a elaborasdo
e Lte gorupo se devey A0S reany ltados verdificados nos drupog
17w  TET, & ltewse C0OMmo abvistive a welhor localizasdo cla agHo
imakitsria da  Fosm, e anteriar ou s posterior a f oriha ¢ 3o

X,

che GMFo dntracelolar.,




AMALISE ESTAHTIS TEAT

Ne  vompara. Bes intrasropes foramn realizadas
ulilizandge-se o testse 1 par wado de Student,

fe comparac. s da worlacdo da Fosm obsspuaclas
1!

entire oo diferantss Grupon subwstidos A o preseruvagio i

witern', foram realivades utilizando-se o testle s Krusial—

¥

Wa llis ¢21%)r comp lemenltado, quanco & ssatatlstilca pust LLants

[

gra significante. pie o b e de contrastes para localizacdo
e meapes diaorepantes

Gu pesultados obtidos nos gy perinerbos foram
pupresnos pela wmédla v 2TrO pachr®o va media (X 1 LFMY.,

Ty booos o testes o ndwel de rejelsdo ola
[ G

hipatess de nulidades £00 mempre wmenor ou laual o a 0,00 (5%

aseinalamos com um asterisCo a% diferencas significentes,

K

-



G. 9 -~ RESULTANDS:

GRUFD Tt A tabela & e geatico 1 wdemonelram O%

A VaAsRE

g lores concernentss 4 respons v wire e

ductos coletores papllares preservades  Vin witro® s 1088,
com Ripnager-bicarbonato, umé eolundn fisiolemtos gue addmiie-
s nEo possuirn proprisdacdes e conssrvasdo M et as
condileBes cheervou—ss  Whd ceductn signtficante da Fouw AR GG
o periodo de conseruay o . poLs eriguanto no per oo montiols
a Posm  sra oe 3,93 3 0,00 eSS At sesy  Dwo paErilodo che
recuperazdo a rasposta mécdia diminui  para 2,99 1 0,37
ca-Satm, eey (3,14 0P < G,0%07,

gRUEG 11 Us reay ltados relacionados na tabela 3
e oo adfice rouslan Ggue a pressrvasio Y witro de duoctos
coletores papllares  pod soluctn e Colling, Fralrd s Lments
etilizacs ne  processl e coRsSsruasan renal, inchuziu & uma
importante diminuledo s Foem  destes talwlos. Taudos o
tabu tos perfundides  exibirvam no pariodo e recuperagio uma
coduc¥o ca Fosm cujos valores @iram, 2 média, ASY inferiorss

qon registrados  ao periodn  controls, Os  valores mschlos

foram e 4,84 4 0,63 om—DSatm, seg No periode controls e de

a
¥

oL, 64 b 0,47 cmeD S atm, gen na pariodo e recuperasdo OF
PG, 0l 2.

GRUED TIT: A tabela 4 & grafico 1 mostram dqus @
resposta @ vasopressina oe  duotos coletorss  papllaves

prosserua g oo soluedo oe  Buro-Colling (Calline  wmen ol

[ 7 By 0 e e pauiva lsnie A ahmervada  no periodo gty Le

154



= Rey g G, 000, Weste grupo, ae cortrario des grupos I e

¥ R
1, a4 Fosm anterior & manobrae  de prooervagdo (3,04 1 G, 60

eSS akm, seey ) Bhar Uy b e L 6 inalterad. no o foaclo v

paouperaedn (X, 04 4 0,6 am-Slatn, wed
GRUFD TVE Come pods ser observads s tabela 20w

Uy

ne wrafico 1, & wtildzag¢do e AMPC el sybstitoicdae &
vasopressing eliminou  a redusdo da Fosmb e ifilcada apas @
conservacio de  duoctos ocoletores papilares com  #olugdo e

aroie cle EX peT i aeEn i on

Collins, e vwsuyllados
superrBenoas a0y doy grupos TTE, demonstrando gue ndo
nhetante a presenss de 1ons mainssio na solusfo ode Collins,
a Fosw e 4,44+ 0,64 am-SSatw, wd verificads  no perlodo
controle manteve—ss  constante (L0, 3% 7 p 0,80 e perioda

de recuperacdo (4,538 + 0,61 cmeidatl n, el J,

ComparacBes matiplas snire 08 grupos.

0 twute e Keoske!-Wallis CHm1E, 95 sl QL0100
demonatrou que  as variacles peroe fuals da Foem, obhsserwadas
entirs 0% pariodos  controls o pecuperacdo  dos GRUPOos
subaeet Loos b conssrvasio Tin witrot, foran gignificantemsents
diferentes (tabela & w  ardficod o, (F tewete de conlrastass
mootrog gue  a cecdueHEn e 450 1 & da FPosm  na pessengas de
gsaopressing werificada no @rdpo T, ondse o ducto coletor
papilar  =ra conesruacs  com o Dol lins  oon Matd clif=iida
gsianificantements dos reaultadns oo araepes ITTD s ¥4 1 113,
pe0.O0% , (Celling sem Fgd® 4 Vaso: ressing ) e ddo arupo Iy e

¥

FE O+ 9%, pL0,.00 , {Colling Som Mad? 4 AMPe Y,



B conservacdo oo ordm oconstitel uma wltapa oruwoilal
fno proarama oe transplante renald, M0 se sncontra todauvia,
nos Gltimos 20 anos,  um avango cisntifico compativel com a
importdncig do tema, Mo entanto, o conbecimento  dos
mecanismos incdutorss  de dnsuficiéncia funcional  do o drado
preservado por hipotermia & e grands  prelevdncis,  porgue
toring possiowel o clesenualuimneEnto e eulipatédalas mals
adegquadas e conssroavdo

0 transplante renal progeide &g expansas do rbpido
proaresso experinentado pela dmunoloadia, na elucidagfo e
contiole dos processos Jde  redelefio e no diaandstico  das
compatilbadlidades, f oselecdo  do  melhor pecsplor pars o
doacor caddver & uma  reslidade pratice, porgmocompromstoda
pelo WEH G S0 Tempn cdisponivel para a% sEguintes
providenciass realizagdo das  provas e compatiba lidade
sacolbha & preparacdo do receplors e swentual  transporls
nacional ou dnternacional do drafo dosdo, 0 ocurto antervalo
do tempo e conseruvacdo ¢ hoje o fator limnitante da
preseruasiio de drados,

Du resultados de conservacdo renal ao ovltilizar
tado o ara¥o, avaliam unicaments g pardmetros globale e
fung®o, desconhecendo @ beecberogensidacds cotrutural £
metabdlice  ole saus e lenentos parlticularses (alomdruio,

mesdnaio, tdbhulo, vascs, pfluis) e portanto, deecondwoendn g



censiid lidarde wariduel gus  eslas diferentes  solruturas
certanenlta pOSHUen an protens dhe conservagio

O primeiro trabalbo que inwestiagou o sfeile de
solueBes preseruantrd aobre @ Funedo de um gwgmento dsolado
Ao ngfron foi efetusdo e Leat (7T Oy, Meste o estuaodc Olrsn s noe
g, peda  bdonica e microperfusdo Tin o witro®, que Talsulns
contornados proximais che coe Lo conseruados e solugio s
Coliine par  atdé 97 horas, mantinbam inallerados a clasoredo

sictelial., sy Tt aclos

e Fluido VJwr oeoa upnltagemn  Lrarnsd

wimi laresz Foaram ald e poe Firie A Front T, il PEnT,
conesrvando este HESho wrod e T o por- atd AR horas COk w0 L Ho

clio L1787,

tampdo oe fosfato el @

eontucdaddos

Ma seamerth oo medilares MMe fauvham
att o wmomento & DOSRG trahalho represenla @ gL meEe L a
inwesllgagdo wxparimental o et eito i aalusfes
conseruadoras sobirs ductos coletores sytraidos o realdo
mecd lar intsrna,

Ma pressruagio do epitéglia "in vilvo’ o pProorsso
e conssruaydo ol realizacdo pels pyposieio  dirveta  do
pritelio i tubna lar 5 solusio conservadora, Maostas
condisties, an contr drio da perfusido tobal oo dra® o comnt NG
swmbvito olinico, nao i tatores deletérios M imguemia
guente poolonsacdsad distribuicio drreaular cla w0l 8o por

alteracth vanrularess pleuada pressdo interstioal pe 1o

eosma e lular agravada  pela presensd cla capsuls venaly e

inlerusng o Peurolonira ke /OO el iné . Dhulra vant aaem



adicional ¢  gus ewita o utilizagdo de tabulos ewventualients
mal conssruacdos por terens sido mal perfendidos,

Mossos resylladoe demonstrem que 8 COPHEPUAGSE O
Hin witee'™ o epitélio do o deoto oo Ted or papd tar com solusdo
e Collins, PLALE e PMabila, inctuziu a  uma  pecuedo
gignificante na resposla Fictro-asmet ice & Wasopressina,
Tordos ez tabulos  esludadosn aepresentavam  no  perlodo  de

perupeeasdo, valares Jde Feosm, em mdia, 457 inferiores a0s

do periodo controle.

Fir contraste, ow tdbalos OO Qi upa e

g solusla e Bure-Collins (s arlivZo i MabDa ), exibdram
reanpoata i sl aosmat ica & ABDRErEES LN intedr amernls
polddlra bentea, tanto antes guanto dspols das manghras  ole
COnBERVASHD,

Tais resyltados orsditam & prezensd do g ation
Mot s efelios indlitérios  obhservados  sobre A Foasm e
ductos coletorss  papllares sotimy lados psla  wvasopressina,
Tambdy permitean  cemonstear gues 8 o Laem da asan inibitoria
G localiza na  ComRposSiFdo quitica ca solugdo cunserwadora
e nlo  no processo  de eesfrilamentoa que foi submetido ©
epiltelio,

Coneideramos na discussdo dos reau ttados, que ©
sfwito inihitdrio do sulfato de magneelo s deusyu R avEn
iwsolada s dong  Matd, 0 anion  sulfato & adicionado @
sy lue fes ﬂunﬁeruédmraﬁ . uniocaments  pela sua condicdo s

aumente dmpermedoel, & 808 PUeEENG py trace lular se justifica



s e

Pl opnsicdo QU X e e a ftorce oncotioe das  proteinas

anidnicas dntraoelular

Qs  wxperimentoas rsalizados com a solugdo ohe
Collin., wlbilizando &MPo ewm substituledo & wvasopressinag,
e la gque o efedltu Bideo-osanolice obseruvado no perlodhs
controle, o ¢ alterado eels conservacdo com Colling eioo
e Masd, Tais resultacos indicam gue o provausl sitio da
inibicdo deste slemepnlo A agdo oda vasopressing s¢ Bilitus e
almume stape anterior a geiasdo de aMPo intracelular,

& outd livestio de uma solugdo fTisiolagicg, Ringey-
bicarbonato, para  conservasdo tin witroe" doo duoto colstor
papidlar, tamwbéwm dncuziu oo uma ciwminvicdo sdanificantes Jda
Fosw no veriode de recuperasio, Beles dados sugersm Que 0%
conatituintss quimicos  de 80 lucdes  Fisioldaivas ndo w4 ] A
adwauaios para  a manulencdo da resposta hidro-osmdbtica oo
eritélio colelor papilar,

Huando & Uvasopressinag se liga a seus receplores

Vo wituacios pa superfioie bagsolateral <dog cductos coletorss,
indota-oe Umae sSsaudnoias coordenada de movimsnlos o oinlesior
o territdrio celular CLO0S), Fioure 1 da paris 5,4,

a4 participacdo do comelexoe da oadeniloioclags

ceoponde pelo  aparecimento  do o AMPo, s wste, wensaselno
cecuncdarin, promess reactes Jde Fosfordlag¥o aue no Final
paog ltan  em o wocdificasBes  de  permeshilidade  da membieans
Tuminagl (1,105, Ieslay wmodificacles  tawbsdEm  participanm

H

watruturas tubulares oitoplaswalticas,. guse  sie formadas  w



ordentadas a e funcdirem COwmoa mewmbrana tuminal, warcegando

gaclon de perticulas condoloras Gl Goua (1, 1250

CONEL G0 @y

O wcomplexo da  adendloiclase  snuolue ey

cuwndidades s o praprio recsptory A proteinsg  readladora

s I-nec leotideos e a  unddae catalitica (1495, A

modu lacdo doe  mecanismnos epooluldos wrntre &  ocupagdo  de

preceptor & a ativaglo ds  unidade catalitica sstdo hode
el bor delinsacdos,

Ma membrans serosa, a Ligasdo de vanQpressina Com

o5 seus Silios receptores forma o come Lexo P g o ee o

CHEY (1L, i4),  interacio  wesla  Hue podhe  ser  dndbada pela

presenca de  Catd (00, cw comp bex o HE Anterags por suda
WEE . wam a proleina peauladora aan i b-nuoleot laden que
e

constete ode  duas subunicaces, alfa & beta, t1,14,193,2303,

supciacio destas

A pressngd da hormsnic  favoreos  a  di
molgculas, wproploiendo atraves da  adicBo  wde  guenoslng
trifoefato (GTFY & subunidads alfa o suprgimento do estado
alfa HTF, gue acoplado a unidade cetalitica (D), alfa GTFE L,
compte o Fforma aliva da enzims (RL1a ).

Varios asnentes pocdem atuar sobees a prateinag
peau ladora como g wloreto e sddio Fradpee LamR L. LR
prostaglandinas, &  Laxing rda  célera @ praprdo BT,
moviu lando assim, o procesen  de geracio oe &MPo 13, o
suidéneias oe  aue a abividade da acleni bedolane de Ldbuolos
coletorss medulares  selinulados pels  vasopressing Lode ser
imibicda peto indluxo de Catd o enbora n¥a e precies o loacal

ey alo deste avde inibitéeria 1410, Qutra mansira os altuasdio



~ “a

do Cat?  eoria atravds e reoulacio  Didédsice guse a St
Calmodde Litia exer s sobre o wsinal  Midro-osmdlteo (E4A D,

shgutanto guanticdades wicromolaras e Catd wdo

peguisitados para  abiwaciio da  adeniloiclase v e ] ey o (e

adicionais e Cat?  resuliam  wm dndibigdo AR I

Fraosume—ae que  a Cat@-Lalmnoduling reauise & adeniloiclase

chee sue uniddachs ostaliticae (14,

atvando Jdiretaments atrau
¢ tambfnm provéusl, seaunde o relato  de Avsdiwdllo e Hall s
%81, (ST euta regulaclo dependa dos nfuvedis e Malld
syiatentes no inlerior da oglula (137

Oz agentes inibodores da ag®o dda
vasopressinsg pocheriam  enltdo atuar, enltre outras manelvcas,
aumentando & concentescaa i Cadd-Calmodulina  (efeilo
i dsico? ou wodificandoe a concentracBo ohe Mot

i

# oinlersssants registrar gue FPelersen s LBde lman
PA A uwarios anos  baviam reportado em beexlaa e sapo, que
concentracBes wlsvadas  oe Dald  no lado  seroso reduziam o
pfeilo Ridro-osmaétice  da vasopressina, e gue & supbaetituigio

deate MHorméanio  por &MPC 0 sxdasno Coreigta esta anorma Lidade

CAEE T,

G oasgdo dnibitardia do mamndsio wverificads neshs
Trabaliho, %o tew  sicdo  Jdesoritae F1 ¢ Literatoura. wpplane o
pyiatam referénoilas  SEPAFrGaS OUs  WmencCLOMam & aoorrincia e

poliaria apds infusdo de magndsio (103,343,

Mawndsio foi irlroduzics en soluaglme

cohesruacloras por rartes  wariadas: & um intaarant s ol

-

hwmas erzimaticos  snwvoeleddos na  Forsasdo de ATPY porguwe




10 0n niveis  sericos e MuEt %0 obhseruados  wwm animals
durante @ hoibernasdo (990, = ainda porgus Limatad & perda dos
fone intracelularss  nos  orados sumel todos & conservacdo
©RG T, Gua sfici#gncia, entretanto; & conteslacla CF3R,787,
e oum lado & ressalteds sua relativa dneolubd Lidade & 4
bencdiénoia gque  pOssuL pracipitar na presenga e Fosfato,
no outro lave enfatlca-ss  que a utilizasdo e soluelen gue
Ao contém  Moft n%o compromelaen a efioitnoia da conse vesrdo
COOD L EOED, Na Furops padeonizou-se umas solucdo sem Mand,
turo-Colting, com resuliados amp tamente satistalorios VR,

N%o bé qualyuer pelato, de noseo o Foss G meE o,
appe o L aenl oy e diretaments o c&bion Maldd com O aparecimento
e @ lteracties  fuoionals clur-ante @ Processn e conssrUacao,
Mosens resdltados  constitusn ent¥o, evidénoiaes indociale de
que @ 2 pPresenga che M e solugdes  conservadoras ol
alterar o counportamento funcional e ssoawentos Do néfron
durante 0 periodo de CONERTUATED 0 mecanismo pelo qual
pPresnmiuos Guse  este e lamanto Lmp lamenta sua a¢do inibitdria
sobie d@ Forsm ol raopoata A VABORPRES1INa,  #RU0 Tue  a
participasdo do Gadt, Maanésio compets oom Cazd P Lgrs gen
silios e Ligagdo, os tal sorte gue quanto maior 0 Mg o e
citipe e ligasdo do Cait arupados pelo MaRt, maior o ndmeEro
e dons DaRd liwees no interior da oélula (13,5170,

e niuveis oe Cald dnltraoslulares afo oy lados
(Eiwle organelag, S ! reticulo prciopr Lasmat Lo =
pitocandeias,. gue exeroem Um efeito tampdoe, HL euidiEncias

e gue 0 eetioulo erolop Lasmdl oo precula  wma e bagdo



initoial, mantencdo o Cazd aitoselico em GeUs va lgres s isy
srouanto o compartimento mitoocmdrial, na presenga cho Faalad
enlrae wm  operavdo apenas  guasnde os nfuveds de Cald liuvye
erenntran-ss e & oa 10 uezes oo walor  basal (D70, Fa
ausineis de  MaRd a4 mAauine mitocondeial modifacs sua Curda
e atuacBo, passando & ewaular o Ca@t liwvese oilosolico 8
partir ce ssus wvalores basals (D70,

Ourante a hipotermia imdoride pela conservecdo oo
ppitélio "in  witre', dndclam-se 08 RFrOoCessos e wleuagdo do

o eitesdlico 2 de  dessstruturscfo da membrans welu lar

CL10,  Mesta condiedo, o influxoe ge Mald contido na o luedo
e Collins poderia osupar e silios e lisasdo e Ca@+ no
reticulo sndoplaswatico,  além ode  retardsr o dnlolo da agdo
mitocondrial ate que o0s wvaliorss de Caltd eglivsssen e lewvados
o H 8 19 werss, resultando, durants o periodo de

clee JTang Calld

reperfusdo, ne  manutensdo de  elsuados nioe
Tiure siou oo complexo Cald-Calmodulina,

0 assgdio dos fons Calt wu Jo complsxo Cakd-
Cadmodulinag sobrs o sistens adeniloiclass  ou  diretamante
sobre  a unidade catalitice, resultaries no processo i
inibieHo da  resposts hidro-oswstica A USBLPressina & L
pente anterior & aeragdo  de AMFo,  da mesma marmira e
werifioads no pressnte trabslho,

Entretanto, ndo podemos exclulr que esls acdo
inihitdria posss S ProOoceEBer POr Uha acdo direbts o praprio
recsptor e/ou na praweta proteinag regoeladora auanid b

pucleot deo,
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e resultados oblidos Com a conssruasdo "in
vitro™ oo e Pltélie tubular, dndicam gue o contato <dirsto dae
solugde e Callinsg com  a superdicie basolateral  precdur &
respouts Mgro-ousmdt loa & vasepressina, & gue wesla dndbiclo
fowsdliacda 1 Lo cal on MygZd oswm o oum ponto anterior e FormasHo
che AMFC,

Meste contexto, a microperfusdo "io wvitro
conestitud-se sn um drestrumento ode ogrands ulilidade, pois a0
reuelar o conportanmento Jdas i ferentes satruoturas do ngfeon
frente o menobess ode oconservasto ., peemite o desenvoluimsnto
e Mseas et ratéaias g novas sglusles gque ndo sd prolongusa
o tEmpo S Cconservardo . omas gue concomitantemsnts woitam oy

minimise s ws Frocessos  delstdricos enwvolueidas e tea

provedinentos,
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& T GCUMARIO E CONCLUSOES:

Meate trakalho sstudamos o wfeito Jireto de

ylante  pensl

e Vi . e uadordas, ulilizadas no  Lrans
R TR T TR I - ] TRl prae e skl Lidace oematios e ductos Colelores

pais Laces e patag,
Meatas condiefes conoluimoss

Fute teonive permile avaliar ciretamente a a¢do
dos eonslituintes  guimicos de soluches conservadoras solre
auwpectos cie Antersssse  da fimivlowgia tubular. 0 oealado
funcional do  tdabulo € prew il amends determinado  antes da
censervardo ,  de tal soprte  que  Cada X e e Lmenlo & sy
piooprit o nontrole, & solucio  durante o PrOOEEE0 vhe
ST TP I AL RO R I e g wontato g rwtho  mom o lada
basolateral do epitélio tubular a 1080 Surants 30 wminutos,

Niante desses resultados cono lulmos que .

a=-3 @ pressnga oe Mabld e s lueliss Sonseroadorat

o ando em contato direio Comna superficie basolatsral. e

s Fosm  de  ductos coletorss  Rapllares wolimulacdos  pela
LanOproEGHLna,

L) @A substituicdo de asapressinag por AP

Codima que o ositio da agdEn inibitéria wxwroida pelo cation

oL e s looaldlza edn WINE eltapa anterior a formac o oo AMP
1 tracelular,

=3 consprvasdo oom Frapger-bicarbonato, umd

soatuedn de composigdo fisioléwice, mostrou-se anacieasda

1t hidee-oswdbico da vasopressing,

boave Qs rLalr o =fs



1éd

TakLhioa I

COMFOSTIOND QUTMILA Dns BUGOES COMSERVADORAS |
COLLING Ve COLLIHE  MashMosI0 RIMGER BICARBOMA

Na GO e 3 O N N e R T R S e A S
R R L T N R i T Mat GOS0 0
S il AL FY [ L el A0 L MaMaPQd -
R R B IT I R it el ([ [ e PR
P 85 (4 oo e e ST R E R p RE A T Calllm—meme ] 0
R R E =l e e e 1 (e My e eme o e 3L M O 00/ L P 5 C1G om0
[ iy o oo e o SO ] {3 [ oo e s e Y R T iy

g L R R AR T Y L 1y TP g

p 1; S G S VP f‘



Thakbia 2

EVEXTO DA VaSORRESY Uea SORRE & FERMEARILIIAL OORMOTICA  (Fosm) MNMOB
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- [l Py e O LT
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VARIAC30 X DA Posm

PERFUSA0 DO EPITELIO “IN VITRO"

B riNGER-BIC
B coins ¢/ Mg
B cotins s/ Mg

COLLINS + vasoppessiNAe X COLLINS s/ MG + vASOPRESSINA ~ P<0,05
COLLINS + vasopressiNa X COLLINS + AMPc p<0,05

GRAFICO 2~ COMPARACAD DA VARIACAO (%) DA PERMEABILIDADE OSMOTICA (Posm)
DOS DUCTOS COLETORES PAPILARES DOS DIFERENTES GRUPOS CONSER

VADOS "in vitro'',
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