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IMTRODUGA D

Durante wetes Gltimos anos tem  surgido VArLos
eatudos aom relagho monsseruacEo e Srad o para
Transplante, o9 quais twm  merecido  grandcs alsneo,
principalments no que diz  respeito & wviabilidade celular
pos-transp lante (%5,7,83,84),

Existenm uvirias ltéonicas de  conssroadbo ds Srados
gus foram ou gue ainda g9 utilizadas para conssruvar o rim o,
sntre alas, as mails Ccompvments empregacdas 90 ¢ armazenamsnto
a frio apads rapida partusao oo Srado  Com solusd o
eletrolitica ou a pesrfusho continua do erado com solusdes
coloiddais , semelhantes ao plasma (3,7,10,15,138,584,826),

g obstaculo Fundawental gue pods  interferir no
sucsssn do transp lante # a psrda das tungbes celulares apés
o relmplants,

Frovaue Linsnte x4 s lam varias alteragday
metalxdlicas &  estruturais gus  compromsten a  sobreviovfinoia
e du lar durants o periodo e conseruvacdo Ripotérmica
CLL,8,%,7,00,48,13,84,33),

tUma das  princieais mudangas metabdlicas ocorridas
dirants o perlodo de dlsguemia fria e anasrdbica & & inibi¢do
cla bombaa ode eddio-potassio,  acarretancdo  wma  dnwsrshe do
potencial  oe mEmarana, dewido a e acls vie lons

wloreto,sacio @ oconsequsnte perda e poltassio pela cglula



facilitando a  sntrada de agua e provocando o ecdema oslular,
Esta situagdo ¢ faciliteda psle estrutura da membeana
e lular, gue  sm bhaixas  tewperaturas passa oda fass gel para
uima configuracdo rigida acentuando adnda mais a sefioi8naia
celular, deuvido a mudangas associadas A atividade enzimilisa

@ A permeabilidade owlular, Aldm disso, a geracdn de enpergla

=
[N

pelas  o@lulas Han  altaments dependenltes das  enzimas
prasentes na  membreana mitmamndrial,. gus w40 afelacdas pala
baixa ltempeeratura, Jdiminuingdo assim a utilizagho ¢ a sintese
e ATF, por dificultar 2 sntrada de AP na mitocdnodria
vewicdo A dnativacio da tranglocase  adenina nuclsotideo
L, 4, T,08, 860,

Outro problsma senconteado durants o periodo de
isguesmia # 0 acdamulo de andons supsrdéxidos ou oa formasas de
proteinas celelérias clurants o perlodoe de hipolermia,
provocando danos na mewnbrana mitocondrial (6,19,

Fortanto € dimportants que as solugihes conssruadoras
teanham como Dase Jons ou meléculas dde pouce Jdifusho, tals
como sulfato, fosfato, citrato, manitol, f9licose & wma balxa
concentracdo de  sédio v alta de potassio para prevenir o
echema Celular, limitar trocas i6nicas, Cconservar a spergla,
euitar a4 acidoss através de tamples ¢ regenerar rapidamsnte
a bomba ce Ma-K (7, 11,18,18,81)2,

Varias solucties foram testadas, apresentando
COMPOSLEEN ¢ proporstdes wvardadas de eletrdélitos e agdoares,
incluinagdo  soddio, pot assio, olorslto, magngsio, Jfosfato,

citrato, glicose, manitol o s3acarose, Morma Lmsnbe um



transp lante, “H0 utilizadas salugtiss igoténicas 0u
discretament e hipertonicas (Colling? £114 ipsridnicas
CAacguatella) ¢ Sacks, gque  podemn apresentar  uma composicd o
geme lhante ao  meio intracelular . Estas solugiws sd0 usadas
clinicaments somsntes  por um  certo pariodo o conssruachn
{osrca e 24 Poras ), sebore os dados sobrs 78 horas ou walrs
vl conssruacdo com manutencdo funcional, ainda apresentam—ge
controuversos C1,8,10,11,14,15%,88,31,34>, Atua lments,
snpcontra-se em estucdo hmuaﬁ solusles gque tem Comd Dass a
aplicarbdo  de  conhecimentos Bioguimicos mais elaborados,
como & 0 casto da solugdo  de Wisconsin quer contaem  Wna
combinacdo de  fosfatos e alta sherglia como & adsnosinay
glutamato =m lugsr do cloretor Lactobionato de poléssio como
agentses  osmaetico g piLoo i h potassio wr substdncias
coloddosmaticas ndo proteicas Como hidréxiﬂq de amide, Estas
solugtes parsocem  restabe lsoer vhe forma mais adeguada  as
concigtes Ffisiologicas celulares apos  a  isguswia fria
LT,E9,

A wficifnoia destas  solugliss  =m Conssruar 0
LW, OnO no caso a de LCollins, parecs sapr na pressnea de
saolutos pouco permedusis A membrana qus prsuine a3 formasdo
do  edema, Além disso esta soluddo  apressnta uma  alta
concentracao o maandgsio, gus serue para protsger a célula
da perda tanto e magndgsio como de potassio por inibigso do
metabolismo celular (10,152,130,

Mo entanto, ainda existem muiltas ocontrouvérsias

quanto a0 aspecto da composledo 1dnica destas soluedes, Uma



e las £ 0 uso do magndsio , 0 gual pade trazer problesmas por
causdr a  formasdo de precipitados em forma oe oristais, que
poden  cdanificar o parénguima renal,  Suraiy entbo, uina
wvariante da  solugho de Collinsg, o Buro-Coilins, na qual ndo
s#e adiciona o sulfalo de magngslio, sendo gue wsta  Lambhém £
gficazr na conservasio renasal @ ¢ usaeda na roltina  olinica
(14,313,

Oiante destas observaclies resolusmos  estudasar a
eficiéncia das  difersntes soluehrs  conservadoras  sobre  a
wviatrvi lidade renal, utilizando-se as  solugthes de Collins e
Buro-Collins {sem Mg), sobrs a fungho ode  segmentos oo
nefron,através da  tédonica de microperfusho de tdbulo renal
isolade Yin wvitro",

Mos westudos realizados sm nosso laboratdério & em
outros, fol obssrvado gus esta  teonica, & um  instrumsnto
utidl para avaliar & seficignecia do uso de diferentes métodos
# s0lugtes  conseruvadoras, diretamente  sobes a8 estruturas
epitelial , possibiiitando gliminar os fatores renals @
extra-renals gy podem dinterferir sobre a funedo de
difersntes segmentos oo nédfron (15, 146,07,87 ),

Mestas condictes, eaoo llhemnos para ]
degsenvoluoimento deste  sstudo, o segmento Fars recta (F3) do
tabulio proximal, por gsr a5te um dos segmentos do néfron
mals suscspiiusl & agdn da conseruvacda, e portanto mais

sulingravel ao aparecimento da necross btubular aguda (S0,
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Estudar a acdo conseruvadora  ddos soluedes de Collins
(Ccom Mg)d & Euro~Collinsg (sam Mg sobrs a funedo <o segmento
Fars recta (F3) do tdbhulo proximal, avaliado psla tgonica de

micropertusdo de tdbulo renal dsoladdo "in witro™,



MATERIAISG & M Tous

A téonica de microperfusdo ods tabulo renal dsolado
Yipn wvitroY, foi desenvoluvida  dindcialments por Burg et al.
C1966), s adaptada para nossas condigies sxpepimentals por
Figueirsdn et al, (1983),

Ewta téonica consiste bhasicaments na disssoed o ds
um dos  segmentos do né¥rmn, & partir de um fragmento renal
2 sua  posterior perfusdo por um sistesme o micropipetlas
concéntiricas,

Mesta preparac¥o, wcoslhos brancos mesticos (MNew
Zealand )y, pesando 1,0 a 2,9 Kg (mantidos com livere acesso a
comida & Agua ), forawm sacrificados por deslocamento ceruical
com retiracde de um dos rins,  sendo  sste  posteriorments
degoapay lacdo cortado sagitaiments em fragmentos os
aproximascamente L mm dde i Smetro, A6louns desses fragmenios
foram incubados  em soluedo  conservadora (Collins w  EBuro-
Dolling ) & 480C para uso  postsrior, enyguanto  gus  ouiros
foram colocados dmsdiataments em uma placa de Petri pegusna
contencdo solugdo seme lhante ao plagsma, A dissecedo fol feita
com auxilio de um microscépiv estersoscdpico (HRaush & Lomk
Stereto Zoom) com o aumento uvariancdo s 10 a 70 usies,
turants a disseced os fragmentos foram mantidos & 4 2C com
gaseitrcagdn o PERL de 02 & 54 de 02 »  separados
ocuidadosaments  com auxilio e pincas finas (A, Dumond & Fils

95 ) & micro estdletes, Apds  ter-ge  dsolado o takbulo,



cortou-ss com cuidado suas sxtremidades com um micro bisturd
(Thomas Co, ), Em seguida, o tdhulo Ffoi transferido  com
auxilio oe wma  pipeta Fastsur modificacls para U e
microcdivara de  perfusdo, Bsta microcdmara, consiste de uma
placa de  acrilico com uma fenda no meio, vedada por uma
Ldminula ol vidro, contendo algumas perfuracsdes para
adaptagio do sistema de oxigenasdo o do sensor do termostato
Cmarca YOI modelo V3 A ~ Yelow Springs Instruments? usacdo
para controle e temperatura, regulado através de  uma

microresisltlé#ncia, para aquecer o banho & 378C,

A cdmara de perfusdo w5t &  adaptada a um
microscopiy  inuwvertido { Redchert - Bio Star) o alitas

magnitucke (4 - 450 x ) para Focalizagdo do tabulo < das
micropipelas,

Logo  apds a transferégncia do  tdhulo para @
microcdmara, prdviaments  preenchiida com  solusdo de  Danho,
wmats  foi conectado @ LHin sistema Chez micropipstas
concgntricas, due  estdo fixadas por spcalxes de aorilico a
micromapipuladorss sspeciais (J,H, Emerson Lo, ) quse permitem
a movimsentacdo nos planos X,Y,Z2 . Apds aproximar o sistema
de pipetas  do lacdo perfusor de uma das  extremidades  do
taksd Lo, wat e toi aspirado par pressdo negativa,
cuidadosamente para dentro da  pipets supprte, No interior
desta pipeta, temos outra pipeta de  menor didnstro e de

ponta fina que ¢  introduzida no centro do ldmen tubular,



Leta pipeta fol presnchide com um ultrafiltrado marcado com
14C-carboxi-inuling (Mew  England Muclear ) &  por  mein s
preasgio bidrostatica, fornecica por uma coluna o Liguido de
altura wvariavel, iniciou-se a perfusho de todo o tdbolo,

A outra sxtremidachs oo tdbulo foi  consctada A
pipeta suportse oo lado colestor, Esta pipeta foi presnchida
com i dleo tetradecano hidratado (Siama) corado com Sudan
Black (Merck) gqus  parmite a8  wisualizagdo o wo lume
perfundido,

Fara i1solamsnto wlétrico & quimico da sxtrenidade
do tabule do lado colstor, & pipeta suporte foi siliconizada
COm Uma peduend quantidade  de pesina de siliconsg, 0 &lep
Sy lgard 184 (Dow Corningl, Depois ode adaptado o tdbulo no
sistema de micropipeltas voncéntricas & iniciada & perfusdo,
0 banho For aduecicdo h 3780 e gaseificado com 95% ds 08 » 5%
e COE,  durants um perlodo Je eauilibeio de aproximadamente
0 wminutos  , Em seguica iniciou-ss a coleta das amostras do
o lume perfundicde  com uma  pipseta egpecial  de colela  com
valume constante,

A solugdes  gqus  banham o tabulo s3%o  trocadas
continuamente & um fluxo de 0,3 mi/min, atravds de  infusho
continua por bowba (Hawvard mod 9757 na microcSmara  de
pertusdo, & a sucedo feita por medio ode uma bomba de pressfo
nagativa {(Nevoni LTHAY., Bm =cada perlodo e coletas das
amostras, foram juntamentye coletadas amostras da solucdo
pantiante para  andlise do wvazamento o ultrafilirado marcado

Bagtic L4C—carboxi-inulina ., Experimentos Dt Y11 vazamsentos



sUperlorss a 5% do marcador de wvolums, foram desprezados,
pals indicam lesdo do spitélio ou problemss téonicos,

Trocas rapidas & Com  fluxo superior & L miZman,
foram realizadas quando havia necessidade de mudar a solugdo
ranhants por oulra oy conposieho Jdiferente, 0 resfriamsnto
das solugbes  conssruadorass foi obtido através da passagen
continua da  solugdo fria por um  cateter snvolto  em o uma

serpentina de  cobre, préviaments  resfriacdo & 080 imerso &m

e la, Dsta aglusido Ffria de aproximadamsnts 1080 foi
infundida e trocada continvamsnts SOmo a%n ouiras

s0lusdes, sem perfusdo tubular,

HHRL.ISE DAS AMOBTRAS E DOS FADROES -~ CA.CULOS

A miarmaﬁmﬁtras pavirfies  {foram obtidas pela
passagen rdpicds & direta  do ligquido  perfusor  atraugs oo
tabulo = a8 macroamostras padrdes foram  obtidas  pesla
retirada direta e aliquotas do vwitrafiltracdo marcaco,

Todas as  amostras colstadas foram transferidas
para Q0,1 ml de Agua & comnp betadas com L oml os Liguico de
cintila¢do Jdo tipo Aquasol Il & posteriormente analisadas e&m
um eapactofoldénetro de cintilagdo Beta (Reckman mod, L8-

100,



A quanticdacs  absoluta oe fluido  absorvide  foi

caloylads pela seguinte armula (§0

Ui AC - dnulina L
B e B e 155 o i e s A2 b s uk tene en are s e e b -

14C —- dnulina ¢

hrvde s Juoo = Quanticade  absoluta ode  fluido abmwsorvicdn em

nl, omin-Lmm—1s

VI o= Uelocidads de coleta das amostras em nl,min,~12
L= Comprimento oo tabulo paertundido Cmm) medido por

um micromstro calibeado colocado na noular do wicroscdpio:

148 - inglina L7014 - dinulina O foi congilderado
a rarao entre 140 - carboxi-inulina do wo lume coletado v do

uerlume perfuncioo reapeTtivamente
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COMPOBICAD DAS SOLUGOES DE BANHO E ULTRAFILTRADD

A solugdo de banho controls foi preparada & pariir
cde um Krebs Henseleit modificado, cowm adigdo de  albumina
bovina fracio U (Miles €,0,) que Foi dializada contra a
mesma solugho  gem proteina por 24 horas, através de  yma
memtrana ce didlise tipe I 42 ( Thomas Go,) com corte de
15,000 Daltons, Em seguida, acrescentou-se g9licose & alanina
ap dializado, gendo posteriorments  orbylbado por osreca de
L3 minutos com 99% de 02 e 5% de COZ,até atingir pH &m torno
e 7,4, Esta solugéo foi ultrafiltrada utilizando-ss  uma
samara e ultrafiltrasdo da  AMICON modelo 47, com pressdo
positiva de nitrogfnieo 2,5 psi através de  uma membrana
Miltipore Fellicon LT E,.C, 04710 com corts Jde 10,000
Haltons,

Esta manofra " in witro® de obtenedo e perfusato
conltrols procura simular  a  composi¢do oo ultrafilterado

Alomsrular Yin  wvivo”, As soluetes foram guardadas 4 400 ate

O momento do uso por um periodo maximo de 1% diss,



VTARELA 1= COMPOSTIONRD DA SOLUCHD  DE KREBS HENMSELEIT

MOLLIFICADO ( Solugdo banhants controle),

MaCl wuwainueuuna T wuw 105,00 mM
MaHlDE i unuuncun s nnumn s mamnuannnu BE,0  mM
Hafo (ivuawauus WM e s m e e M LA L
L 2 L T\

MaMEFO4 s uanmusuauuvnnnnnnonnnnunnnanauunnnuns Q72 WM
KHEFO i nn i ununuwnvunwnrnbansnsanununoununnnnen V&0 mM
i BV ¢ o - 11
L 197 m
R T L V< IS 0 B 1 ¢
BliCOBE s sncanunnunnunununnusumnanonnanuununnewn D0  mh
ALRUMING BOWVING o uhuovuvansannannunansansnnannnnnnen GeBagrsdl

Cemolalicdade —~ 280 mlasm/Kg HRD

LI R0 DAS SOLUCOES CONSERVAUORAS EXFERIMENTAIS

tilizamos =m nossos sxperimentos dois tipos de
s luehes conservadoras  que 30 a solugdo oe Colling & a de
Euro-Collineg, que se diferem apenas com relagio A adic¢d o ou

mao de sulfato cde magnésio (MoBS04),



TABLLA 2 & COMFOSIENY LA SOLUSAD DE COLLINS

NaHCUg oA od WM oRow N

I R R I P T T L L T T T O I O R O S TR TR R N PR S

-
K(.I-L Ml ou s WM HH G WH N ® N HH KRN R Y HH S R MY N R E DR VoMM WG R HE AW

KHEFD4 L

"R

fREEELL
KﬁiHqu MM ON R UMMM oMW OMWE B A H N HEBHUSREGSHY R WKW N R MG H oW W M oH R

Mggi}q B H B S @ KR ESD NS O RS U RS A B ¥R WM T NN R MR NI LN Y WENNSTNY S

28

Gl OB W hhnuanunmu s ununnuusnndunaunnnunnnunnnusshd?

Oumo la lidads

A solugdo de Buro-Colling & semslhante i solusdo de Collins,

tme

30 milsm Ky HE2O0

m i

vomiM

T Ty

mM

m

miM

COom @Xeecdn d3 adisdo de sulfato ode mazngsio (MgB04),

Gamo la bidacie

o

300 mOsm /Ka HED

13
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tdlizandor-se diferentes solughes conservacdoras

foram realizadas ae ssguintes manobhras sxperimentale?

1= Estudo da conservacio ce pars recta (FR) provenisntes o

tragmsntos ndo conservacdos,

Co 1814

ECoran
370 C ac 37 c
30 sminN.

e

COLETA COLETA

Meste protocelo obltivemos os  grupoz I @ [T nos

uals as  pars rescta foram dissecadas  de  fragmentos o

conssroacdos a 1080 wm solughn  de  Krebs  Hense beit

orbuibadas com  PEYE e 08 e S% e CDE e perfundicdas e

antaclas nags  wesmnas condictes a 3L, clurante um  periodo
contro b de onde foram oblidas  wvarias  amostras  para
analise, Apds waelte  periodo, tnisrrompaty—-se 3 perfusd o,

mantendo o babwlo e rapouss e banhado  Com solueho
conservadora de Colling {(grupo 1) ou Buro-Collins (grupo 11D
a 4480 sob  dnfusdoe  continua  pelo lado peritubuelar  sem
mwr+u§%m Iuminal, curants um  periodo che 30 minutos, Ho

periodo de recuperasdo perfundiv-gse o tdbulo camo no pariodo

controle para colela das amostrag,



% .
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S Ewmtudo  da conservacsdn de pars recta (F32) provenisntes oo

fragmentos conservados por 24 horas

INOUBAQAC FRAGTY
Co 1 alll
ECoi eIV 3Tt C

24 HS
“4* O

KK~

COLETA

Meala setratdgis  experimental obbivenos os grupos
FEX w3V, nos  guais fraguentos  eetirados  Cdo o rdm Foram
tncubados em solusdo conssruadaora des Collins Cgrupo TEL) w
Buro-Collins (grupa 1V por um periodo de B4 horas & uma
temperatura ce G480 | Apds este periodo, os fragmentos foram
slissssados nas respeotivas soluetes conservadoras, isolando-
g8 4 pars reclta gue foi perfundida en condietws norwmais
comn o solugho de Keels Hepge ledt A BFLL e gaseificado com
WEE de O e S% e COZ, sencdo  oblidas cinoco amostras para

s Lgedoy

- Estudo  da conssruvasdo ode pars pecta (p3) provenientes oe

tragmentos ndo conseruvados gue foram isoladas e incubacdas em

cdmaras egpecials contendo solucdo consseruvadora,

INGUBACAD DpE
PARS REOTA
Co 1 av
ECoi vy

Al L H

8. 2 M8

Q24 M8

4* o S

37 O

COLETA
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Mests protocolo, a pars rects foi  dissecada  de
fragmentos & fresoo,ndo conseruvados, incubadas nas clnaras
gapecidis contendo  s0luedo conservadors de {ollins ow Euro-
collins durants  og periodos de tempo de uma, duas & wvinte =«
quatro horas (L,8 & 24 he) de conseruvascde & frio (480
Evta clmara consiste de uma lamina de wicroscodépio sobre a
qual 8o montados de forma retangular uma caixa psauena pela
colagem e diversas l3minas (30) (Fig 2 , EBEslta manobra tsm
por finalidade euitar o fator soritsio durante a Jdigseccdo do
tabule do fragmento renal LApds estes perlodos, os tabulos
530 aolocados ciretamente na caEmara o perfusdo g
perfundidos sem  condisltes naormais  ,com a  solusdo de  Krabs
Mepnselsdit & 3780 & gaseificads com 54 oce 02 e SXE e COZ,
sendo obtidas varias amostras para analise,

Através destas manobras experimentals obltivenos os
saguintss aruposs

- T 8 = Fars recta dissecada e ipcubaca na cldmara com

solusdo de  Collins, dbtivemos o0s seguintes sub-grupos e
acordo com o tempo de Cconseruvaciol

- Bub-arupo  V=at Fareg rects conssruadsa  curants 1 hora e

partfundida em  condi¢ties normais o de  onds  foram  obtidag
Algumas amostray parea analigsy

£

- SQub-garuypn U=k Fars pecta conservada durante 80 horas e

parfundida enm  condi¢tes normais , obtendo véarias amostras

para sstudo’
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o

Sulbi-grupn  Y-ob Fars  recta conservada durante 24 horas

"

.o

partundicdas wm condiefes normais o vhe o ondds foram olxldidas

alaumas amostras para sshtuco,

- EHRUERE s Pars reots dissscadcts e oincubacda na cdmara oom

solusdo e Buro~Collins, Con =sta manobra sxparimental

obtivemos s seauintes sub-grypos?

=oBubarupo  Vi-ay Fars  recla conservada  durants | hora e

partundids em concisties normais , obtendo-se varias amostras

para analilse:

= Bubeedgrypo  VI-br Fares rsota conservada durants 2 horasg e

partunchida em concdiefes normais y e onds foram retiradas

aldumas amosteras para analise!

pubiegrupa  Ul-c0 Fars  recta congssruada durante 24 horas e

pertundica em concdiees normals . oblendo~se vdrias amnostras

rara esitudco,
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Pireta
PERFUSORA
ESCO*MENTOP,,,E“ gapeu CAPILAR COM
. PERFUSORA OLETORA DIAMETRO
BOMBA DU SUCGAC SUPORTE SUPORTE CONSTANTE
PRESSAD _
HIDROSTATICA ’ TUBULD
CONSTANTE

OLEO
PIPETA CORADO

COLETORA DE
YOLUME CONSTANTE

FintiEag e Esaqusma o Sietema oe Micropipetas utilizadas na
Teonica de Micropserfusdo "in wvitro® de segmenlos

raolacdos oo négfron

1.0cm

T4cm

FRGiMhe &2 Esquema oda Clmars sspecial para conservacdo e

saamentos isolados do nefron,



TELIESERRRL. T RIS

Mas  nossas  condietes experimentais citadas gm
nosso protocolo, nas  guarse foram testacdas  as  soluchos
conservadoras ode Collins & Euro-Coillins nows chi e eyt g
eelagios fTuncionais de pars recta (p3) o talbralo proximal e
h

coelho 1splado & perfundido in uitro', BRCantramos o

saguinted resygltacdoss

L= Estudo  «a cinservacdo e pars recltla (p3) provendentes oe

tragmentos ndo conssruados,

Mesta estratégia sxperimental, obtivenos os grupos
I @ Ir, 3P twatamos a sl deid#ncia chas s il

conservadoras de Colling e Furo-Collins raspsctivamente, na

manutenedo das  funges celulares de pars racta, ubtildlizanda-
G G pardmelro funcional &  quantidads clee f Ladicio
absoruido CFo o wonl min=imm~1) pre e pde conservacd o, Uesta
torma, nas  tabwlas 3 & 4 estio reprasentados 08 valores
individuais ¢ medios » o respectivo erro racrdo da madia dos
pardmstros funcionais  encontracdos sm Fars rectae condsruacias
durante 30 minutos nas diterentes solucliss experimentais,

Us pardmetros  encontrados com  estas manobras o
COnseruacan foram o seauintest

Mo grupo 1 (p=%S), tabwela 3 figura (3 = %) os
il ios  conseruvados em solusdo de Colling  apresentaram

durante o periodo controles uma taxa e abisoredo de Fluido

1Y



1Jud média de D44+ 0L,0% pl.min-lmw-1L guando  foram
parfuncidas a um Filuxo ds perfousdo de 6,7 + 0,3 nlomin, -1
REpds a4 conseruacda, no pertodo ode recupsragcio, obbtivemos uma
airaorgio oe fluido CJud média ode 0,58 4+ 0,110 nlomin=lom—1L,s2m
relagdo a wm Fluxo oe perfdsdo ode 7,30 4 0,88nkomin-d, senalo
LR NI valores ndo toram diferentes sgstatisticaments dos
esncontracos no perlodo conterols

Ho grupo I (=@, tabwla 4 & Figuras (3 » &), 0%
tabulos conservadng na solusio de Buro-Collins apresentaram
durants o perdiodo oonterols Umas avsoredo oe Fludddo (O Ju )
mecdia e 0,4% + 014 nlomin-Llem-1 quando perfundidos com um
Fluxo ode 3.6 4+ 0,51 nl.omin-1, No periodo de recupsragdo, pos
congervacdo, obtiuvsmos  uma absoredo e fluideo 0,58 + G,11

phomin-=Llom-L g uie fluxo Jde  perfusdo de 6,1 4 0,510 nl omin—1,

Betes dados  mostram adse  ndo hoowe diferenes soiamd Foieanta

enterae o dols grupos (p20,.0%) na  comparagio inter garupos,
indicandoe qus  ambras as  solustes poclewm  ssre e certa forma
usadas para  conservacdo cwlolar  do segmento (p3) do tabulo
proximal, poils wantewm o pardmetro wedido swm o relacdo  ao

periodo controle,

Z-fatudo va  vonseruacdo de pars recta (p3) proveniaentes ce

tragmentos conssruvados 94 horas,

atraves destse  protocolo obtivenos os grupos 101 e
iV, oy el twstamos  novaments s efeitos  dag s0lugtes

conseruvadoras de Lolling o EBEuro-Colling, sobes a manulensdo

)

"



daw fungtes celulares de  pars recta agoara por um perioado
mals prolongacdo  oe conservacio  , =m0 torno e 9 horasy
tutdlizando-ss Camitn  como pard8metro  funcional a  Laxa ol
absoredo  we Fluido (Ju = onl . min=lmm—1 ),

Lesta Torme, nas  tabelag 5w & G LED
repregentacdos  os valores  dncdividuais B omEdios i o
reapective erro padrdo da o wmsdia dos  pardmetros funcionais
sncontrados em pars recta obrbidas e fragmentos consseruvacdos
nas solugles Conservadoras experimentais,

e

Mo grupo TIT (=6l tabels % e figura (4) s
tabilos provenientss e Ffraomesntos conseruvados 24 horas emn
solugdo o Colling apragentaram durante i) parlodo
exparimental uma abesoredo  oe fluido  CJud wédio de 0,37 4
G088 nlomin=1 mm~L gquande perfundicdos a um Fluxo de perfusdo
e 8,45 + G,74 pl,.owin-1,

Mo grupo IV (n=né) tatwela & & figurae (4 os tobulos
provenientes de  fragmentos conservados 24 horas em solusho
e Buro-Colling  apresentaram durante 0 periodo sxperimental
uwa taxa e absoredo  oe Fluddo (Jud o 0,85 4 0,82 nl.min-
tmm—1 em relasdo ao Fluxo de perfusio de 8,78 + 1,13 nl min-
1.

Us resuyltados sncontrados frgesch protocelo
experimental, sugeren  novamentes  que  a  soluglo  de  Buro-
Collains conserve  melhor a fungdo celular  awvaliaeda pesla
Aalsoredo o Fluido (Ju) do  ssgmento (F3) de  tdabulos
proximals, visto que, na  analise sslatistica inter—-arupos

feita pelo Teste © n3¥o~pareacdo, mostrou-se  uma diferengas
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sigrificants (p{d,0%) wntre o Ju encontracdo no  9rupo
tabulos obtidos e fragmsntos conservados por 24 horas em

selucHo ow Collins contra o conseruvadoe em Furo-Collins,

S-bBatucio da conserdacdo o pars poecta (p3) provenientea o

fragmentos ndo  conseruados gue foram dsoladas o mantidas em

camara wepecial contsndo solucdo conseruvacdora,

tilizamos sata  manobra expsrimental para sstudar
a tunegdo  owlular clas aeagmsntos FY do tabwlo proximal,
através da  oconssruacdo Jdirela, em ocontato predominantemsnis
com o lado peritubalae, comoat B0 luehes conservadoras e
Eolling & EBuro-Collins, Os tdbulos provenisntss oe om mesmo
fragméﬂtm foram incubados por periodos ode tempo vardiancdo ds
Hia, oliras & wints & gquatero hoeras A uma temparatua b 480,

[wwta Forma, rma taksla 7000w Fiagura (7)), vatdo
representados os wvalorss individuais & médios & 0 respectiog
erro pacdrde  oda media cos pardmetros funcionais encontrados
che pars  recta conssrvaca dirstaments na soluedo de Colling,
Com #2s8ta wstratégia obtivemos o Grupo Vo s 0s seguintes sube
HPUPOS

i ypo Ue-a (n=iBis s tdbulos  conseruvados 1 or a =3 1]

anlucdn o Collins apragsentaram churants ! periodo
sy perimental uma abrsorgdo de fludida (Fu) média che 0,859 4
o, 1B ol min=Lmm—1 a um  Tiuxo ode pertusdo e B, 04+ 1,1

nl.min=-4,

L]
LY =]
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i

Subi~aorypog Vb (g e s  tabuwlos conssrvados © horas sm

s0lucdo  de Collins apreasentaram rdurarnts i perlodo
experimental uma alpgoredo o Fluddo  CJu) média e 0,58 4
Qe nlomin-loon-1l a um Fluxe de pertusio ode 5,0 4+ 1,0 nl.min-
1,

3

= Sbeesmeypo Wee Cpmdg oy s tdbulos consesrvados 24 horas em

solucdo e Collins aprsgentaram curants ) per oo
X perimental uisa abworedo che F luddo com valores negativos
~0y84 + 0.NY nlomdn-lwem-l 8 um Fluxo e perfuelo de 4,65 +
.03 nl min-l,  estes achados podem indicar  uma entrada ode

fluicko para dentro do lamewn tubwdlar .,

Ma talbwla B e figura (¥ waldo representados os
valorss individuaise w mécdios e o respechtivo srro pacdrbo da
media dos  pardmetros funcionais encontracdos om pars recta

conservadas owm solusdo  de BEuro-Colling, Atravgs  oesta

ATPR NN AT

manobhra sxperilmental obxbivemos o Grupo VI B0 o
syb-gruposg

Subgrup Ulea (oS Os  tabuwios conssryados 1 hora em

sodugdo  oe  Ruro-Collins  apressntaram  durants o peribdo
experimental uma atrsorgdo de flodido de 0,73 + 0,14 nl.min-
3

Imm-Loa um fluxo de perfusdo de 6,1 QO+ 1,88 nl . min-1L,

onugbeegrypeg Wil (pmdg oy U tubulos consesruados 8 boras am

gsolugdo o Buro-Collins  apresentaram  durante o periodo
sxpsrimental uma abrsoredo de Fluido de 9,588 + 0,05 nl.omin-
tmm-boa um f luxo de perfusdo de S0+ 2,inl.omin~1,

=~ Subi~arupo Yli-o (g Os tabulos conssruvacdtos 84 horas em

s lusdo o Euro-Collinsg apresentaram curante o parfocdo



axperimental uma

0,5y

nl.omin-Lmm-1
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fABCLa 3L VAaLORES ITMOIVIDHGTES B Menios  REPRESENTATIVOS 00 GRUFO T (M=S)
DEMORMSTRANID A8 FUNGUES DE PARS RECTA (F3)  CONSERVAIAS BIRETAMEMTE DO LADD

FERITURLLAR COM  SOLUCKY DR COLLIMS A 310 80,

. as Abe SGa mres e PR BT B HAY WA el e aed beah anr e s S e me pein e nep SwAr SANR VENE BE1 SRR SRS G4 sei ek sl ared Deke dard wwdi Sean mebe wees mess dses vews ek bebd Fok amm rrik AAm TeAE SAEA Am BmE aRR TR SeE Ebt Pt Lmms

TEHMFO DE PERPLUSHI VELQCIDALE OF FERVFUSHQ ARSORECHD IE FLUILO
Cmin, 2 (nl/min,d Choz ol Zmbiey, mm
RO D e i 30 controls recuperacdo cvontrole recupsracd o

WWW;;Wwmwmwm;gMm___mMW”MWWM;j;mwmm"“";:é_wmmmwmwWWMmmmmgjgéw_wuM_&:gzﬁwmmm,
[ w8 f,9 10,0 D,76 1,01
32! A5 Gy A 0,464 0,448
¢ 38 NG ol O, 68 [t

{é 41 o é, 0,89 0,38

¢l e b, .3 Qa4 0,58

13 i +0,3 40,7 +0,0% 40,1

feeste 4 pareacdo (p20,08) - Controls ¢ Recupsracd o
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rakbia 40 VALORES THOIVIDUATS B MeDRIOS  REFRESEMTATIVOS [0 GRUFG TD (M=)
DEROMBSTRANDD AS  FUNCTLS LE PARS RECTA (P33 CONSERVADGS DIRETAMENTE RO LADO

FPERITURBULAR COM SOLUCED DE EURC-COLLIHSG & 1020,

BEHEFOODE PERFUSED VELOCTIOARE OF FERFPUSHD AESORSHD LD FLUTLRO
i, (nl/min) (Jusz nlAmin,mm}
xoam e Tas e i s o controls recuperagdo controle recuperacédo

wmggmm“mmmwuggm*“__mmwmwmmmm_m;:gwmwwwmmg:;m“hmmemmwﬂw_;:g;_“n“@g;;;___m-
i et 4,6 49,3 0, 88 0,75
[ 4L 0. 643 0,10 Q, =20
D ne by {5 Q.30 0,5y

30 4.4 4.5 4,5 O, 77 0,76

(4 41 Aedh &,k Q, 49 0,58

46 +4 +0, 5 O, 40,14 0,18

X o+ EFH
fwate L parsaco (p20,058) - Controls x Recupsragd o

feaste + ndo pareacdo (p20,05) - GRUFO T X GRUFO LT
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TARELA 51 VALORES ITHDIVIOUATS B MADIOS REPRESENTATIVOS 00 GRUFO TIL (M=6)
DEMONSTRANDD A FUNMGUES IE  FARS RECTA  (F3), FROVEMIEMTES DE  FRAGMENTOS

RENALS COMSERVADIOS 24 HORAS EM SOLUGHD DE COLLINSG

FEMPO BE PERPUSRED VELQCTIALE TR PERFUSHD ABSORGHD DE FLUTHG
fmin, ) {nl/min, ? Cluz nlAmin,mm)

e e &, g s o s o e St e e e e e s e V: ; ek e et s o e 2 e e e o 2 e o e e l_:): ::';i s s 2t e o
43 8,7 0,00
&l 1G,7 0, 30
Aé 3,9 0,56

41 b7 0,40

4 Pl ' Q0,76

#LTSUMS S MSRL ST SLTH DS VG TH DAL AR SLE LD UL nhnd S sthr mes (80 (400 Sy 5ert SAE RTH G BE SHL S e 1ot 410 A4 Sene 03 SHIS SRt UKL WAIY L UL Hhie bhed shee sher b amwa mees Srm mia e FieE TATE PR TR EHHE MES bR ik Sb Hdr faee aes vebe baes s3ee e TEoP ere vovm 4b ted fhne

s £, 4 0,087
+4 +0,7 +0,08

IV mmin ey nain rbes sase wens vies Ress Sein sewn tens sibs e iy Ab Sirs Tee 14md HAE BL SL el Sike raen sers set tevs seds mme o - eer dare nheL ee mess mews Mpe SA4% Args IRE SREE ST P4 WEE KL CHE moe arha sees Veee abes nie mr mar SRS eV ATRE AENE VRAD B0 ek AS nbbd ehed dubd Sbes ek sear avan vove

X+ EFM



raeLLa 45 VALORES

HEMOMSTRAMIG AS

REMATES LOMSERVADS

TEMFD OE FERPLSKE)
Cwmin, }

e

[

Tenmter &

NIV IS TS &K
FUNMETES DL

A4 HORas EM SOLUGE)

ndo parsado Cpdd, 0% k-

MELTOS

FakE RECTa  ($3),

VELOQCITDANE I PERFUSHO
(nlZmin, ?
&, 5

7.4

13,5

g, 4

i, 8

41,1

GRUFD XTD X GRURO

REFRESEMTATIVOS

FROVENTENTES R

IV

28

U0 GRUFPD IV (Mzé )

FRAGMENTOS

DE BURO-COLLING,

ABSORGHD DE PLUILRG
Cduz nl/min mm)

061
0,58

Q,79

0,

1,83

1,66

O, B5#

40,88

P e VA VIR R




taBELa VL VALURES
ChafS oy, Uk
COMSERVALAS COM SOLUGET DE
24 HUORAL,

ALBUMUMA BOVIMSG & 3700,

TEMFD DE FERPUSTHD
Cmin, »

f &

O
WY
54
325
¢ 4L
L+

L # ANOVA pd0, 001

THRIUIDUALS B

CRz4) B Yo (Rmd)

RESFECTIVAMENTE X

VELOCINADL DBE FERFUSEHO

Mellos
NEMOMSTRAMDO A8
COLLING A 1080

FERFURDIDAS COM

Crnlsmin, 2}

5,841, 1

3,4

S5,041,0

7.3

4,648,4

REFRESENTATIVOSE 0%

FLRMETIES  iE

EREES HEMSELEYT

29

GRUFOSE V = Y-a

FARS  RECTA

EM MICROCAMARAS DURASMTE 1, & E

LOM 6,54 DE

ABSORGAD LE FLULDO
Cluz nl/min.mm)
WW@S:QIMmmm"mmm
.21
Q.65
1,08
0,84

0, 8540, 12

0,70
0,88
$,35
0,53

0,5840,13

-0y &3
1,09
=1,
~0,41

-0, 8410, 1AK

BPAL M LA Lok mHth Mrd b ean Wve ens Temh becs seas msun Sofn Sape et WevA Fyan mmes TY SAE 14 TRSR VIV MR SRRt S VR S0R WRE LS AN S sk 1mid e derd brid bty bukm bmkd kel iy by e iy
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PaRELA B2 VaALORES INDIVIDUALS B MEDIOS REFRESENTATIVOS DOS GRUFOS: VI Vi-a
(H=350, Vi-b (M=4) B Ul-o (M4 DEMONSTRANDIO AS  FUNCTES DE FARS  RECTAH
COMBERVADAS COM SOLUCHI DE DURD-COLLING A 1020 EM MICROCAMARAS DURANTE 1, 2
L 24 HORAS RESFECTIVAMENTE  E FERTUNDIDAGE  COM KRERS HEMSELRIT COM 6,54 DE
Al BEUMIMA BOVINA A 3780,

TEMFG TE PERPUSED UEBLOCIDALE TIE PERFPUSHD ABSORGAO DE FLUING
imin“} (nl/min,? Chuz niZmin, mm, )

S 3.9 0,70
& ERt 0, 855
B 2.0 0,67
& Q 4,3 1,01
43 T, 1,46
X HEEY &, 441,33 0,9340,14
A1 11,4 3. b
Sy 3,5 0,61
BN pEg 0,48
& 3,0 0, 40

X a4 Bol4E,1 0,5340,08

4% [, ~3,41
b 1,9 =0, %0
A4 2,0 -0, B8
N3 1,2 -3, 53

X S141 3,041, 8 w4340, SOk

BEEE TSI BES B A UHT RAd ATLL derh Wb AL 1h LS LN W UMY HUM ek sane Smer eeas peh sems sere it e GrAT YERr THY LT NAN B RAF PR SAE nikd gaie rhee nbre tebe bebe stee mevh aess mve wpe Pess mes vegs <ven er Amb AP STAR et TS AESS SR GRS E b SRR L ek betn vive sk Seme pory dmek sara m—t

X+ EFM % ANOVA p<0, 001
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FLGURA 30 Representacdo graftice dos valores médios o os
tivos srro padedo da wmévddia da absoreldo
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Ej coLLING oM Maian

7] coLLine sem Ma tam

e fluido (Jud de pars rectas conservacdas por

B0 minutos nas solugtes de Colling = Euro-
Collins,
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FEGEURA 4% Representacdo grdfice dos valorss médios o os
respestiuns srero pacdrio da média da absorefo
e Fluico (Jed e pars rectas conssruvacas por
24 horas nas solueties de Collins e buro-

colitng
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57 Representasdo grifica dos dados individuads
o aeupo FoinmB) cde pars rechtasy  oconssevacias
na solucdo e Colling & 1080,
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FLOGURA &0 Representasdn grafice cdos  dados individuais
do aruveo 11 (p=%) de pars rectas  conservadas
na soluede de Buro~Colling & 1000,
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Representacdo ardfice dos valores medios & os

£ R L e
chir £ luicho (Jv) de pars rectas isoladas £
inculbadas em CAmarags espe
30 nas solugtiss oe  Colling & Eure-Collins

Lavosg &red padcdrdo da madia da absaredo

rTals para consseuvan

s

por periodos variando de 1,8 & B4 horas,



DIBCUSHAU

Fara o sucesso do  transp lantes renal, um dos prg-
rEqUEsLtos mals  Amportantes £ a wecolblha do me Lhor metodo e
nonEservacdo da funedo do Sredo, Na  weioria  dos watudos
atuals de  conservasdo renal, ao se utilizap O argdo Como um
todo, somsnts o pardmetros  globals da fungio rensl w80
avaliados, esta  forwma, #a  helterogenelicdads  sstrutural e
metabdlica dos seus olementos constituintes como glomérulos,
mEs dngios, Lk low, VA0 palutry, sH80 ianoradas,
desconhecsencdo a sensibilicdedse variausi qus eatas difersntes
eulruturas certaments possuem 40 Processo ds oonssruacdo
(H,d),

Sendo assim, 0 uso da tdcnica de microperfusifo os
tabulo  renal  disoladp ¢ in owuitbrob, perpitiag dpuvestiaar
chirsetaments s  efeitos Jdas  soluctes nonservacdoras sohes g
fungdo e awvenas um  dos segmentos do nétron, fauorecendo a
obsarvacdo  detalhada das  proprisdaches pHupeciticas b Fy
segmenlto. como,  variastes morfoléygicas oindmicas, edema e
descama¢bes wa  camada spitelial renal, imediatamente apos a
restauragdo  das condi¢tes normotérmicas i aerdabicas
CLA, 16,07, 188,2%, 30,

Figueiredo at al, CLREE), plonsiramsnts,
inu&mtigﬁram 0 etwito de solusBes conservadoras sabre A
Funedo e oum determinado  seamento isolado oo netron (1%,

Heats  estudo, Olrsaruou-ss  Gus atrauvds  da  téonica  de

36




1 1

microperrusido o takbwio renal  isolade in witro ¥
sagmentos de pars rectas e coslhos  obbddos cdes fragmentos
cansgsruvados em s0lugdo e Collins por ate 72 horas mantinham
06 Wa Lores chen atisnredo v Flui ko i pontencial
transspitelial inalterados,

Fiwre » Fobtts (1985, obtiveram uma Boa funcdo o
tabwlos  conltornados proximals  por ate 44 o ag e i
conservacio, e segmenltos dissecados e rins olobais de
coelbos perfundicdos & congssruoados com solusdo tampdo fosfato
che sacdio isoténico, cuila wmanobes experimental & difsrsente do
NOSBSO Dano, ottohe A conssrvasdo & Feita por contato ddirsto
SO A solusdes  conssruadoras CE7V Y, Existem algumas
cdifersngas no comportamento odas clolas epitelials quando se
petfunds 0 édrgdo total, inicialmentes antes dJda perfusfo
isolada che  um gsgmento sspecifico, Durants a perfusio  do
G ardo . s d sk em varions fatorss e 0 eyl s altuar

aEnlo a viabtd bidacke oelular, Entes sstwes, podemnos

chae s f Ao e
witap & dsmquemia  qusnte prolongada,o  cowmprometimento oo
sishema vasoular  pa Jdistribuisdeo da solusdo conssruadeora,a
pravefo de  perfusio,s pressBio intersticial que ¢ aumentada
paelo edema  oelular,e asdo  do sistems DeruvOSo, BEm Como 8
itntlugnoia e fatéres bhumerais (5,840,

Fordm, quando we utiliza 4 oohssruacfio por
ambebiedo do  tecido renal, através do contato direto com as
soluees conssruadoras, podemnas Jdizer que g maloria destes

tatores acima menoionados sdo eliminacios L%, 8%,
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Mo pressnts traballho, uwtilizando a tdonica e
mioropertfusdo, procurancs verificar o que acontece oom o
gegmento F3 0 do tdbulo proximal (pars  recta) apods  alaumasg
manobhras de  conservagdo coireta pelo lado perituboular com os
solueles de  Collinsg e Euro-Collins, tendo como paramstro
funcional a  absorsdo oe Fludido (Ju),

A wacnliba do lado peritubtlar da camadca spitelial
olee pars  recta para  consservacdo, se  deus ao fato ole que em
trabalhos anteriores  foil demonstrado gue ssltle 6 o lado oo
nedtron gus e Lor we comporta funciona lments guanclo
submeticdo & conservasdo com solugdo oy Collins (17)),

Fara obltermos  um melhor  conhecimento  sobre o
comportamento  deste gwgmanto  Jdo ndétfron - pars  recta,
resoluenos usar e forma  ploneira, difsrentes  wmanobras e
conssruasio, visando clext et ar possiusis vartagiies
funcionais, J&  gus as  pars recta s¥%o tdhulos com alta taxa
e metabolisme  asrdbico, o gque as torna sensiusl X andxia
consedguentemente A pecrose tubular aguda, podenco assim
constiture  um encl casor adeguado b wf i fnaia cla
CONGErUACHn ranal (B0,

Uma e nossas preocupacthes se odeteve em pesduisanr
a antlugnoia do sultato  de magngsio (Mab04)  sobres  a
wiakxi Lidacs funcional de pars recta no que diz respeito A
sua  atividade ocowmo  agents  conservador, sendo  gus esta
csubstanciae pods  ou ndo  ser  dncluida  como  components  da
solugdo dw  Collins, Autorses come Collinsg e HMHalasz 113,

£,

acreditam gque o fon magnesio & um importants componsnts s



reterida solusdo, porgm Oubros auvtorss (14,898,310, obvtiveram
pxcelentes resultados uvbtilizando a solucdo de Colling sem a
athigdo oe MaS04, bem  como outros  aditivos como  heparina,
procaina, fenoxibwnzamina,

A razdo para a ndo adigdo oo don magngsio em
soluedo que  contem HFO3- seeia o Ffato s reast ltar na
precipitacdo e rMoghHF04, uma comp licacdo ERREY foi
primordialmentes responsiosl  pela foraulacdo da solucio e
Luro-GColling, oy gsmia, solusdo dddntica & de Collins, porém
sem aciedo o MoB04

O maior peobleme  associado com  a  formacdo o
MoHEO4 ¢ gue  os oristais  formacdos  provauvelments  sstdo
presentey nos  wasos renals, @ podem  afetar o {Fluxo, como
tambem pods  causar denos celularss durante o processo  de
armazenamento (321,

Com relasio  aos resyltados, nag nossas condicfes
exXperimeEntais, os  Ldbulos conssrvados em solusdo de Collins
e LDuro-Collins por 30 winutos apresentaram  walopes o
atrsoredo de  F Luddo gemer bhantes CCHE @ literatura (27,
sERd0. gue a welocidads e Fluxo de Fludddo nestes grupos (L e
ELD) apresenton-sge menor due 8 encontrada na Literatura

CH A0 apesar do Ju wstar dentro dos Llimitss da norma licads
Tuncional, Esta queda pode  gar deuwida A formacdo de blocos
whe debrris oelulares no lumen spitslial, ou & ocorréncia de
evfema celular no final do peripdo de recuperacdo. Messas
concdiefes experimentais Carupo I e 110 08 tabulos que ndo

sofreram necrose  tubular apds reperfusio, mantiveram saat

3%



condigtes morfoldgicas @ funsionais, sugerinde qus o
magnesio parece ndo dnd luenciar o manwira importants a
fungido cefular de pars recta para este Lempo oe Tonsaervacd o,

Lutucos anteriores, E) NS B laboratédraio,
utilizando pars recta provenientes de fragmentos corticais
tnoubados em s0lugdo o Colling A 480 sem gaseificacdo por

P

o2

periodos de  dempo variandgdo ol a T8 horas de conseruvaedo,
mantiveram suat  toungss  fisioldgicas w  estrulurais apsés
pertusdo neorpolermica e asrdbica (192, Sendo assim em uma e
NoOsSas manobras  sxpasrimsntais, aonce dncubanmos  fragmentos
corticails nas  Jdiferentes solughes ( Colling & Furo=-Collins
Ja 4B0 por B4 horas sncontramnes resultados semslhantes @m
termos o wiabd lidade funcional oe pars recta pos perfusdo,
apesar ca  uelocidads e fluxo de Fluideo ser  inferior (LS),
Observamos tambdém  que nesse  periodo ode  tempo (24 Horas ),
obvbivencs um  wmelhor resultade  oe conssruvacdo funcionsl de
pars recta conservada em solugdo de Buro-Collins (p<0,05),
Egses dados  es5tdo de  acordo com  os wsstudos de  Dreikon
al.al,, cuios recsullados wmostraram gue s perfusdo inioial
seguida Jdo  wetogue hipotéreico oo rim de ofo com solucdo de
turo=-GColling por  periodos de 48 a4 94 horas & um mEtodo
satigftatério o congervacio  renal, o gue esltd ssndo
gmpragado nos  grandes  oentros  transp lantadores BUPSORSUS
14,

Firie e Fotts (19886, tambhém obvservaram it
superioridads da  solugdo de Euro~Colling sobre a solucdo de

Lolling, quando utilizada sobre a consseruvacdo de  tdabulos

40



contornados proximals poe aiﬁ 48 horas PR e 0 us0 cesta
solucdo minimiza a ocorr#gncia oe HNTA CRE).

Um  Fator provenisnte oo use  da  tédEonics  de
micraoperfusdo  de tLdbule renal  dgelado "in uitre" & a
possibilidacds e se poder  selecionar  os  tabulos  widusos
mortologicaments durants  a disseccdo. Andrew & Coffey (8),
mostraram gus apds 1E horas ode conssrvacdo de rim de ratos
5d A0 doe  tdabulos contornados proximeis sntdEo  bem
eonssrvacdos e apds A horas  somenlts 19% 0 dos  tdba los
continuam uidueis morfologicamente, Acauatella st  al, r
demostraran em  seus estudos  histoléwicos que durante  a
congervacdo de ring de c¥es com solusdo de Collins por 48
hoeas haviam  areas de bos conservasdo tultubular alternadas
SO APEas nacrosadas (1), Letes  dados GU P (R
Peterogeneidade na  populacdo de néfrons durants a acdo cdas
sOlueles contesrvardoras no teocido renal,

ferido & necsssidads e se sliminar a0 maximo o
tato de  se poder selecionar os melhores tabulos, resoluesnns
dissecar  tdbulos e Fragmentos trescos incuba- Loy
diretamente em  cdmaras sspeciais  nas  diferentes s lucleyg
wonwsruadorays | Colling = Buro-Collins 3 por periodos o
tempo vardiando  de uma, duas ¢ winte & quatroa horas, Mestas
condiefies experimentais ndo obsservamos para a conssruvacdo de
Uma & duas horas, vartactes significativas ne absorcdo de
+iluddae & ono o uvazamsentn de  dnuling lumsn-banhin { vazamento
menor que O34 ), For outro lado,  quando  perfundimos o

tabulos conservacios  por B horag, ndo conseguines  obler
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absoredo e Fludido wentro  das norma lidadss  funcionais,
obvgervando-se tambén alleragbes wmorfologicas importantss
comeg sddema, descamasdo do o tecido spitelial, fatores ssleg
que prejudicam a  welooidacs  oe Fluko dse fFluido, S o
nECssEsArio avmantar a pressdoe hicdeostatioa e @ launs
P Ly b o hate fato & evidenoiado  pela Ggrecta na
v loenidades obs F Juxo ocobe F luddao.,

Figueirado et sl (173, atravéds do estudo dos

sfeitos da  solusdo de Colling sobes a sstrutura ¢ funsgdo de
tabwulios contornados proximais ( S = S Joempredgancdo-se A
BOlUGE0  conseroadora em ambhos as lados  do tabulo
peritubglar = luminal 3, mostraram gque  pelo lado luminal,
wia filtragdo alomsrular, a camada wpitelial tubular @
sensival a solugio Jde Collins & que por ssta via de aresso a
solucdo ndo & eficazr no  processo o cohssrvacdo., Desta
forma, em nossos resyltados referentss a0y grupos V os UL,
abssrvanos que  dewvicdo ao fato dos  searentos oe pars recta
eatarem  iwolados e merguibados  diretaments  denteo  das
s lusles conservadoras,pode-ge  supor gUur  estas  penetrem
através do laclo luwminal  dos bdbulos danificandcdo  assim  a
camada spitelial Jo mesmno, bstes danos acarretariam a quseda
sitanificativa na absorgdo e fludido & conssgusnlbemsnts a
queca  na v boobdadde ol +luxo e paErfusdo  dewido i
possibd Lidade de entrada da solugdo conservadora pelo lado
luminal do bt lo,  © 0 gus  sudgerse um sofrimento  das

eatruturas celulares, conpativel com  uma necrose  tubular

Aguda,



Atraves  destasg manobaras  sxperimenltals, nHo
encontramos allteracthes  importantes na consesrvacdo da fungdo
clie pars reta oom relacdo a0 smprego e MaBD4 come
coampansnts Gmportants na soluedoe e Collinsg, wvisto gque, 08
tabg los conssrovados durants uma & Jduas horass mantiveram suas
fungtes omlulares, arguanto qus o5 tdbulos  conseruvados
durante 24 Foras 9@ ambos os grupos (V0 s VI n¥do
apraasntaran condiedss funcianais satistatdérias,

Mossoes sstudos  sugseem ques o0 uso  da solucio  ds
Buro-colling ndo prejudica a funedo celular por atd 24 horas
e conservagdo  sm fragmentos @ opor até duas horas no Ldbhulo
isnlacdo, tandey  como possivel  vantagem a n¥%o formasdo  de
cridtals e masngsio, o que de ocwerta Foerms facilita seu uso

miinidon e exparimental,
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HESURD E COMCLUSDES

Meste trabalbho, estudamos o @ efeito  dag solusdes oe
flollins  w Euro-~Colling sobre as pars recks oo tdbw lo
proximal e coelho dsolados e perfundicdos  Yin uitrob,
BmMpregando-se Garias manobeas o Conservacio.

Eata tdonica psrmite avaliar cddretaments a  aclo  doe
constituintes  guimicos e soluehess  conservadoras  sobee
agpsctos e dnteresse da fisiologie  tubular, Em uma o
nassas manobwas  sxperimentais, o estacdo funcional do tabulo
g préviamsntse determinado antes oa Cconssrvacido, e tal moddo
que cada experimento S8 Lorna seU pPraprio conteols, (2]
s0tugdo durante o processo o conﬁeruaqﬁu_ Permansgs i
contato dirsto  com o lado peritubular oo wpitelio A 1080
cdurante 30 wminuvtos,

Fambém, através do emprego da referida tEonioda, pudemnas
estuctar ©  comportamento de geamentos o pars recta, apag a
COgEruacio ofee fragmentos embaedicdos nas salucley
conservadoras por 24 horas ou aincda utilizando  seanentos
isalados dncubados  em cdmaras especiais para  oconservacdo,
por pasrlodos de tempo variando ce 1,8 » 94 M as,

A analise dos resultados de nossas diferentes mangbhras
experimentais incdicam quel

- A pars rectas  sdo tabulos realmente  sspnsiveis 4

CONSErUACEN, pordm manter suass  condicliss funcionais PO LK



periocdo seguroe ae 8 Frxras, quansto reliracdas de fraamentos
congsruados |

= buanda conseruvamos geamentos isolados e incubaclos em
CHAHBAras SSpecials  para  conservagsio, abgsruants  que 0%
taba los perdem sua capacidade funcional, entrando em necross
tubwlar  aaguda, difwerentemsnts oo talbwglo retirado e
fragmento conssrvado pelo mesme  tempo ode  H4 horas, Isto
talues ocorra, deuvido & possibilicdacds de selsecionar durante
a dhrssecgdo  os tabulos  gques  Foram me Lhar CONSSPUAoEs No
fragmento renal, s tdbulos isolados de fragmsntos freocos e
wwmlvztvicdos dipstaments nas  solugtss  dentro oddas o cdmaras
FEpeslalys . sotren sua asdo atraves  de ambos o lados oa
camada wpitelial ' peritubyg lar e luminal, sencgn gue &

entracta e soluedo no Lado luminal danifica as oflulas

spitelials, favorscancio 0 edama, clescamactes & mOrte
celurar,

Mo sntanto, os tabulos gus foram incubacdos nas cldmaras

o

snpesiais  poe periodos  os tewmpo  obe 1 e toras o
conservacdo nas  diderentess solustes  mantiveram uma fungdo
tubilar satisfatdria spds perfusio,

~ Conocluimos  tambem, gue o uso  da solusdo dew  EBEuro-
Colling (Colline  sem  MaB04) parece 30 inf luepnciar de
manedira muilio ﬁiﬁnifiﬁaﬂt% a CONSSrvaEcan de pars recta com
relagdo a estas manohras sxperimsentais, retorgando  desta

torma a sua utilizacio clinicae & sxperimental,
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