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Aqueles que  estdo  apaixonados
pela pratica sem a ciéncia sdo iguais ao
piloto que navega em um navio sem leme
ou bussola e nunca tem certeza para
onde vai.

A prdtica deve estar sempre baseada em
um perfeito conhecimento da teoria.

Leonardo Da Vinci
The Notebook of Leonardo Da Vinci.
Vol II. Cap. XXIX (Traduzido por
Edward Mac Curdy)



Existe uma lenda acerca de um passaro quie so canta uma vez na vida,
com mais suavidade que qualquer outra criatura sobre a Terra. A partir do momento
em que deixa o ninho, comeca a procurar um espinheiro-alvar e sé descansa quando
o encontra. Depois, cantando entre os galhos selvagens, empala-se no acileo mais
agudo e mais comprido. E, morrendo, sublima a propria agonia e despende um canto
mais belo que o da cotovia e o do rouxinol. Um canto superiativo, cujo preco é a
existéncia. Mas o mundo inteiro pdra para owvi-lo, e Deus sorri no céu. Pois o
melhor 50 se adquire a custa de um grande sofrimento... Pelo menos é o que diz a
lenda.

(McCullough, C. Pdssargs Feridos .Ed Nova Cultural, 1986).
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INTRODUCAO

O transplante renal tem s¢ mostrado uma das formas
eficazes de tratamento de Insuficiéncia Renal Cronica, além de representar
uma avango importante na Medicina Modema. Para tanto, as técnicas
cirirgicas € metodologias adequadas a conservagdo hipotérmica tem se
modificado a fim de que haja sucesso no transplante bem como garantia de
bom funcionamento e sobrevida do enxerto (BELZER et al, 19839) .

O campo de pesquisa na area de preservagido de 6rgdos
para transplante com o objetivo de desenvolver um método eficaz de
armazenamento "ex-vivo" de rim de doadores cadaveres tem se ampliado. A
conservagdo adequada vem a ser um importante coadjuvante para a
manutengdo do potencial biologico do 6rgio sem aumento concomitante de
Necrose Tubular Aguda (NTAYROHR, 19837).

A ampliagdo do tempo de conservagdo ¢ manutengio da

viabilidade do orgio ¢ fundamental para que se tenha tempo habil para a
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realizagdo dos testes de histocompatibilidade no processo de sele¢do do
receptor com maior possibilidade de sucesso bem como a mobilizagio da
equipe medica para a realizacdo da cirurgia (DREIKORN et al, 19803+
JOHNSON, 19724),

A deplecdo dos estoques celulares de nucleotideos de
adenosina altamente energéticos; o acimulo de metabolitos - especialmente
de ions hidrogénio ; autolise pela liberagdo de enzimas lisossomais; danos da
membrana celular com perda dos constituintes fosfolipidicos; injuria vascular
resultando em edema; perda de proteinas circulantes ¢ hemdlise no
compartimento extravascular sdo algumas das causas da deterioragdo tissular
e eventual perda da fungdo renal durante o processo de conservagdo de
orgdos (GREEN et al, 1986%). Surgem, em meio aos processos celulares
acima citados, métodos e solugbes formuladas com o objetivo de minimizar
tais mecanismos de perda de fung¢do orginica, e proporcionar condi¢des
adequadas para a manutengdio da integridade tecidual do orgio destinado ao
transplante (PIRIE & POTTS, 1986¢%9).

Atualmente, existem dois métodos utilizados na
preparagdo ¢ conservagdo do orgdo destinado ao transplante. Tais técnicas
tem permitido melhor preservagio tecidual e funcional mas tem falhado
quando o periodo de conservagdo ultrapassa 24 horas, podendo causar

deterioragdo do oOrgdo, levando a lesdes vasculares (NORLEN et al, 1978¢1)
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e hipoxia (ENGBERGER et al, 198335 com consequente NTA (NORLEN et
al, 19786!; DONOHOE et al, 197832, MORGAN, 1992%6). Dentre estes dois
métodos, a escolha do melhor ¢ controversa pois cada um difere
tecnicamente entre si (CLARK et al, 19732, ROTH et al, 19747%)
apresentando, cada qual, suas vantagens e desvantagens. Desta forma, temos

as seguintes técnicas:

1. Perfusdo continua do rim com solucido semelhante ao plasma
utilizando-se de Bombas de Perfusdo continua (BELZER et al, 1967¢):

Nestas condigdes, a composigdo das solugles
conservadoras ¢ muito proxima a do plasma, no que diz respeito a
composigdo eletrolitica e coloidosmotica. A perfusdo ¢ feita por bomba
hidrostatica e o perfusato, hipotérmico, é composto por crioprecipitados
protéicos sem atividade antigénica (BELZER et al, 19676). A perfusio renal é
continua, em hipotermia de 5-10° C e sob pressio de 20-60 mmHg. O
efluente venoso ¢ filtrado, oxigenado e recirculado em sistema fechado.

Este método de conservagdo renal ¢ controverso com
relagdo ao tempo de exposigdo do 6rgdo ao sistema, segundo seus autores e
quem o utiliza, permitindo periodos de conservagdo maiores (5 dias),
preservacdo a médio (2 a 3 dias) e curto (horas) prazo de melhor qualidade
(McANULTY et al, 19935 LINDELL et al, 1991+7). Contrario ao método de



Introducio 4

estocagem a [rio, como descrito posteriormente, este método permite a
continua 1ntroduglo e remogio de componentes do orgdo preservado. Assim,
¢ possivel se remover produtos finais do metabolismo além de se fornecer
inibidores enzimdticos, drogas, ou anticorpos. Tais manobras permitem que
se diminuam os danos causados pela isquemia ou até mesmo se altere a
imunogenicidade do rim antes da sua implantagdo McANULTY et al, 19935%).
Tal técnica ¢ muito dispendiosa pois exige aparelhagem
bastante complexa e pessoal especializado no seu manuseio (MARSHALL,
198051 AGUILO ef al, 1975?). Relatos descrevem que este método promove
acamulo de metabolitos téxicos como radicais livres (BELZER &
SOUTHARD, 1980/%) ¢ proteinas desnaturadas (SOUTHARD et al, 1981%5),
danos vasculares apos varias perfusdes prolongadas (BELZER et al, 19725),
além de acumulo de materiais toxicos provenientes de componentes plasticos
de equipamento (BELZER & SOUTHARD, 1980:°). Além disso, os tempos
de preservagdo propostos parece nao corresponder a realidade, assim como
os riscos de acidentes serem elevados neste tipo de preparagdo aparecendo
um quadro de rim ndo funcionante apoés uso prolongado deste equipamento

("rim da bomba") (CERRA et al, 197722; HILL et al, 197642),
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2. Armazenamento a frio (COLLINS el al, 19692):

COLLINS e colaboradores (19092%) mtroduziram um
método no qual o orgdo é armazenado a frio, apoOs rapida perfusio por
pressdo hidrostatica, em solugdes idnicas com propriedades conservadoras.
Tal técnica recebeu aceitagdo dos Centros Transplantadores por ser uma
forma simples e econdmica de estocagem e transporte do 6rgio bem como a
facilidade da confec¢do das solugGes conservadoras (MARSHALL, 19805,
COLLINS & HALASZ, 1975%). Os resultados dessa técnica sdo tdo bons
quanto aqueles obtidos com a perfusdo continua por bomba (AGUILO ¢t al,
19752, COLLINS & HALASZ, 197528, OPERLZ & TERASAKI, 197653, ROSS
et al, 197677).

O sucesso do transplante estd vinculado ao bom
funcionamento do orgdo logo apos o reimplante, com as estruturas renais bem
conservadas. Estudos morfoldgicos através de bidpsias renais de oOrgdos
mantidos em estocagem a frio mostrou como consequéncia desta técnica a
ocorréncta de edema celular, diferentemente nas diversas porgdes do néfron
(ARVIG et al, 1980¢), e vacholos com obliteragdo e colapso dos capilares,
fratura ¢ descolamento da membrana basal peritubuiar ¢ hialinizagdo do

intersticio renal (ROHR, 19837).
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A preservacdo hipotérmica é semelhante a hipéxia, onde
ndo ha oxigénio e, portanto, ndo ha formagio de ligagdes de fosfato com alta
energia. O resfriamento vem a ser um Importante passo na preservagio da
fungdo celular, condigdo esta em que o suprimento de oxigénio esta
deficiente com consequente diminuigdo das atividades metabolicas em
tecidos onde o alto indice de metabolismo aerébico se faz presente, como o
observado na regido cortical do rim (PIRIE & POTTS, 1986%). Assim, nestas
condigdes, as bombas dependentes de ATP ¢ demais componentes fosfatados
estdo quiescentes quando em hipotermia, com desaparecimento subsequente
do potencial de membrana (PIRIE & POTTS, 1986%; BELZER &
SOUTHARD, 198611, BELZER, 197413). Temos, assim, um decréscimo dos
danos causados pela isquemia e prolongamento do tempo para a manutengio
do orgdo wvidvel ao transplante subsequente (ZAGER & ALTSCHULD,
1986%2).

Para que o armazenamento a frio seja eficaz, trés
principios basicos precisam ser considerados: @. Durante a retirada do 6rgdo,
através da perfusdo vascular com a solug¢do de estocagem, o mesmo deve ser
rapidamente resfriado € o sangue devidamente removido, permitindo o
equilibrio entre o tecido e a solugdo de estocagem a frio; b. A solugdo
utilizada no armazenamento a frio, através de componentes osmoticamente

ativos e impermeaveis a célula, deve prevenir o edema
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celular; c. A solugdo em questio deve prevenir a acidose celular excessiva
através da presenca de tampdes para ions hidrogénio em sua composigio
(PLOEG et al, 1988¢7). Porém, esta forma de preservagdo € limitada quanto
ao tempo de manutengdo do drgdo em condi¢des hipotérmicas, pois tal
condicdo mnao interrompe o metabolismo celular - apenas diminui a
velocidade das reagbes metabolicas e retarda a morte das células -
resultando, a longo prazo, no interrompimento do funcionamento ¢ na perda
da viabilidade deste orgio (BELZER & SOUTHARD, 198812). A utilizagio de
uma solu¢do apropriada para a perfusdo deste orgdo poderd aumentar o
tempo de estocagem a frio de rins por até 30 horas (COLLINS et al, 1969%)
Essas técnicas sfo falhas quando os periodos de
conservagcdo excedem 24 horas nio conseguindo prevenir a deterioragio do
drgdo, levando-o a NTA (DONOHQIE et al, 19782, MORGAN et al, 199256)
embora estudos do transporte tubular proximal in vitro, utilizando-se de rins
humanos preservados por 37,8 horas em solugdo eletrolitica hipotérmica
apresentaram manuseio de para-amino-hipurato (PAH) apés este periodo de
conservagdo demonstrando habilidade renal para o transporte de
componentes orginicos, mesmo apos estocagem a frio por tempo prolongado
(BENNETH et al, 198214). Para que o 0rgdo esteja vidvel como um todo para
o reimplante, sabemos que a conservagio adequada devera se estender por

todas as estruturas e¢ ao Orgdo como um todo ¢ ndo somente de
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uma determinada porgio celular deste érgdo. A avaliagdo da deterioragdo
funcional consequente ao tempo prolongado de conservagdo fica, as vezes,
dificil de ser detectada devido a rejeigdo aguda, o que agrava o quadro de
insuficiéncia renal aguda por NTA (BESARAB et al, 198417).

Assim, continua a procura por perfusatos de diferentes
composi¢des apropriadas a conservagio total do orgio para transplante bem
como técnicas mais adequadas para este fim, na tentativa de driblar os danos
causados pelo hipotermia a que o 6rgio fica exposto (ACQUATELLA et al,
19721; SACKS et al, 197379, CLARK et al, 19732; DOWNES et al, 1973%;
ROTH et al, 197478; AGUILO et al, 19752; ROSS et al, 197677; OPELZ &
TERASAKI, 1976%; HALASZ & COLLINS, 1976%; DAHLAGER & BILDE,
197631, PEGG, 1977%; TOLEDQO-PEREYRA & CONDIE, 1978%;
MARSHALL et al, 19787, JABLONSKY et al, 1980+ DREIKORN et al,
19803 BELZER et al, 19827, BENNETT et al, 198214, HOFFMANN et al,
19834; SEGAL & GUTTMAN, 198333 BESARARB et al, 19847, COLLINS et
al, 1984a25; COLLINS et al, 1984b2; BRY et al, 19842; BELZER &
SOUTHARD, 198512, LODGE et al, 19914, BELZER et al, 19827 ;
MCcANULTY et al, 199354).

Para que uma solugfo seja realmente efetiva, esta devera
conter componentes que: . diminua o edema celular; b. previna a acidose
intracelular; c. previna a expansio do espago intersticial durante a reperfusio;
d. previna os danos causados pelos radicais livres de oxigénio € . possua

substratos para a geragdo de compostos fosfatados de alta energia durante o
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periodo de reperfusdo (BELZER & SOUTHARD, 198812; JABLONSKI et al,
1980+). Alguns investigadores demostraram que a inibigdo do edema celular,
mais do que a manutengdo do contendo celular de potassio, pode ser o fator
mais importante do efeito preservador das assiin chamadas soluges que
mimetizam © meio "intracelular" durante o armazenamento hipotérmico
(COLLINS et al, 1984b; COLLINS et al, 19692; DOWNES et al, 197333;
SIMOES et al, 1984b%7; ACOUATELLA et al, 1972:; COFFEY & ANDREWS,
198324). A utilizagdo de varios perfusatos de diferentes composi¢des
(hiperosmolar-intracelular, hiperosmolar-extracelular, com ou sem aditivos
de Magnésio, coloides, procaing, fenoxibenzamina e heparina) tem trazido
resultados contraditérios fazendo da procura da solugdo conservadora ideal
uma tarefa complicada (SACKS et al, 19737),

Na preservagdo por longos periodos, o célcio parece .
desempenhar um importante papel na manutengdo da viabilidade do rim. A
utilizagdo de baixas concentragdes deste ion (0,5 mmol/L. Ca) aumentam as
fungdes mitocondriais e a viabilidade renal pdés-transplante (63% de
sobrevivéncia pds-transplante), enquanto ocorre redugdo dos indices
funcionais € a sobrevivéncia do enxerto para 0% ¢ 17% na utilizagdo de altas
concentragOes deste ion (1,5 mmol/L. Ca) ou na auséncia do mesmo,
respectivamente. Assim, tais dados indicam que baixas concentra¢des de
calcio sd0 necessarias para a manutengio da viabihidade do orgdo destinado
ao transplante, provavelmente devido a estabilizagdo de membrana ou pela
interagdo cé€lula a célula (McANULTY et al, 19935).



Introdugio 10

A presenca ou ndo do Magnésio na solugdo de
conservagdo ¢ muito discutida, defendida por uns e questionada por outros
pesquisadores. Este ion foi considerado um potente coadjuvante na
preservagdo hipotérmica renal devido as concentragdes elevadas do mesmo
encontrada mno soro de animais hibernantes (SCHWEIZER & SUTPHIN,
198282, SACKS et al, 1978%). O magnésio, encontrado na solugido de
COLLINS (DREIKORN et al, 19803+; COLLINS et al, 196926) ¢ um inibidor
metabdlico, vasodilatador e preservador da concentragdo intracelular de
potassio mibindo o efeito da rigidez de membrana causada pelo calcio além
de estar envolvido em importantes. sistemas enzimaticos de producdo de ATP
. Apesar disso, o seu comportamento ndo tem correspondido as expectativas,
havendo formagdo de fosfato de magnésio medjanté a sua utilizagdo em
solugbes de preservagio (COLLINS et al, 1984a%; SACKS et al,
1978%:SCHWEIZER & SUTPHIN, 198242} cristais estes que levam a lesdes
da membrana celular no periodo de conservagdo.

A maioria dos Centros Transplantadores (DREIKORN et
al, 19803%) decidiram utilizar tal solugdo na auséncia de Magnésio,
substituindo-o por quantidade equivalente de glicose (COLLINS et al,
1984a2). Esta solugio ¢ chamada de solugdo de EURO-COLLINS ¢ tem se
mostrado eficiente na conservagido de rins de céio (72-96 h) e humanos (mais
de 50 h) com taxa de NTA menores que 20% (COLLINS et al, 1984a%). Sua

eficiencia € atribuida, principalmente, a inibigdo do edema
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celular e secundariamente aos movimentos i6nicos pela membrana celular
(JAMART & LAMBOTTE, 1983%), ressaltando a importincia -dos agentes
osmoticos  presentes nas solugdes conservadoras em contraponto a
composicd0O i0nica destas solugdes (COFFEY & ANDREWS,199324;
HOFIMANN et al, 19834) . Tabulos coletores corticais isolados
conservados diretammente nessa solugdo mantém uma boa fungio celular por 1
h de conservagdo, havendo queda de funcdo celular com o aumento do
tempo de conservagdo para 3 € 24 h ( RIBEIRO et al, 199272; RIBEIRO et al,
199373; RIBEIRO et al, 199479).

Cumpre salientar que, mesmo com o avango da
tecnologia em biomedicina, a confecgdo destas solugdes sdo empiricas,
obedecendo a lei do "erro"e do "acerto"(euristica). Deste modo, verificamos
a necessidade da montagem de modelos experimentais adequados a fim de
testar a eficiéncia de tais soiug:&“)és durante o processo de conservagdo renal
bem como a sistematizagdo de estudos da fisiologia celular para que tais
solugdes possam ser manipuladas atingindo uma eficiéncia maxima através
de um maior conhecimento de seu modo de agdo (GUILLAUMON, 1991%).

Recentemente, um grupo de investigadores da
Universidade de Wisconsin, apés estudos sistematicos da atuagdo de varios
componentes bioquimicos necessarios a conservagdo de 6rgdos, lancou uma
nova solug@o conservadora para lavagem a frio, com perfusdo por pressio
hidrostatica, a qual foi chamada de solugio da UNIVERSIDADE DFE
WISCONSIN (BELZER & SOUTHARD, 198812). Estudos sistematicos desse
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grupo levaram a criagdo de uma solugdo baseada em conhecimentos
bioquimicos celulares importantes, tais como coloides ndo protéicos para
evitar a antigenicidade, potassio hipertonico (lactobionato de potassio) e a
ndo utilizaglo de manitol ou sacarose como agentes osmoéticos o0s quais
podem ser toxicos para a célula, além do acréscinéo de substratos energéticos
como a adenosma (BELZER & SOUTHARD, 1988:2),

Estudos experimentais revelaram o sucesso dessa solugdo
na conservagdo por 72 h de rins de cdes (PLOLG ef al, 1988), também se
mostrando eficaz na conservagio de rins para transplante com diminuida
percentagem de NTA pés transplante e taxa de didlise pds operatdria
(MOUKARZEL et al, 1990%; PL()EG, 19908, ROSS et al, 197677) embora
em periodo ndo tdo prolongado. Dentre os componentes desta solugdo, temos
a adenosina, a glutationa como "scavenger"de radicais livres ¢ alopurinol, um
imbidor da xantino oxidase. Porém, seu custo dispendioso tem levado
investigadores a substituir certos componentes por outros menos
dispendiosos ou até mesmo suprimi-los da solugdo original (MARSHALL et
al, 1991a59; MARSHALL et al, 1991 b2; MEL et al, 199055; SCHLUMPF et
al, 19918, BAATARD et al, 19937).

Em meio 2 realidade em tomo das dificuldades
encontradas em se manter a viabilidade do 6rgio destinado ao transplante, e
em virtude dos avangos tecnoldgicos ocorridos nas areas basica, clinica

(didlise, imunossupressdo, melhora da conservacdo) e cirargica, ©
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transplante renal tem sido realizado nos diversos centros rotineiramente com
relativo sucesso (POMPEU,199371). Para que o aperfeicoamento de tais
técnicas seja alcancgado, a pesquisa na area de conservagio de Orgdos ¢ a
procura de uma solugdo conservadora proxima a ideal devera continuar nos
diversos grupos de pesquisa.

Uma possibilidade para estudo destas solugdes ainda
inexplorada ¢ a sua qualidade de distribui¢do no parénquima renal durante o
processo de perfusdo extracorpérea. Esta distribui¢do € vital para a agdo de
tais solugOes pois, teoricamente, quanto mais homogénea sua distribuicdo,
melhor sera a conservagio do orgdo em questdo, ¢ por esta via, a solugdo
conservadora manterd wma maior popula¢io de néfrons em boas condigbes
de funcionamento no pré e pods transplante, dependente ou ndo das
complicagdes cirurgicas ou imunologicas que eventualmente podem ocorrer
durante ou apos o reimplante.

Assim, neste estudo mostramos o efeito das solugdes
conservadoras de Collins, Euro-Collins e Universidade de Wisconsin,
utilizadas no transplante renal, bermn como da solugio de Krebs-Henseleit
modificada (CONTROLE) sobre a morfologia do parénquima renal através
da Técnica de Hanssen modificada pelo nosso laboratorio (HANSSEN,
19584; OISHI, 198762),
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OBJETIVOS

O presente trabalho se propds a investigar a distribuigio
das diferentes solugdes conservadoras utilizadas no transplante clinico sobre
as caracteristicas morfolégicas do parénquima renal, avaliada pela Técnica de
Hanssen modificada, bem como os pardmetros funcionais envolvidos neste

Processo.
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MATERIAL E METODOS

A. Animais Experimentais

O presente estudo foi realizado em 125 ratos machos da
raga Wistar com peso variando entre 280-330 gramas (x=305,90 + 2889
gramas). Os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo da
Universidade Estadual de Campinas - UN1C A M P, mantidos em gaiolas

coletivas, com acesso livre a agua e dieta industrializada para ratos.
B. Preparacdo Pré-Cirargica do animal

Apds a pesagem do animal utilizado no experimento, este
foi anestesiado com Thiopental sddico (50 mg/kg de peso do animal),
colocado sobre mesa ciriigica aquecida a 37° C ¢ teve seu abdomen

embebido em alcool absoluto.
C. Aspectos Cirargicos
Apéds a preparacdo pré-cirurgica, a cavidade abdominal

foi exposta por ampla incisdo em forma de U com a concavidade apontada

para cima ¢ 100 U de heparina foram injetadas na veia cava inferior.
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Procedeu-se o afastamento das visceras e devida
hidratagdo das mesmas com solugdo de NaCl 0.9% (solucdo fisioldgica)
hidratagdo esta realizada repetidas vezes durante todo o procedimento
cirirgico. Deu-se a exposi¢do do rim direito bem como do respectivo ureter
para, posteriormente, proceder-se a cateterizagio deste filtimo (Foto 1B)
com cateter de polietileno (PE-10 - I.D. .28 mm ¢ O.D. . 61 mm - Intramedic
- Clay Adams ) previamente preenchido com solugdo de heparina (5000 U/ml
). € acoplado a tubo de ensaio graduado em anexo para coleta do eventual
filtrado. Procedeu-se a dissecgdo das artérias renal direita, aorta e
mesentérica superior direita bem como das veias renal direita e cava (Foto
IC). Tomou-se o cuidado de se clampear a artéria mesentérica na sua porgio
proximal & aorta, facilitando a canulagio subsequente da artéria renal, sem
extensa heznorfagia (Foto IC). De acordo com o método descrito por
NISHIITSUTSUJI-UWO, ROSS E KREBS (19674), a artéria renal direita foi
canulada via artéria mesentérica superior direita por meio de canula metilica
confeccionada pelo nosso Laboratorio. Para confecgdo desta cinula utilizou-
se a agulha do cateter intravenoso radiopaco de Teflon n¢ 18 - G (Abbocath
n? 18 - 7), a qual foi devidamente preparada para se adequar aos objetivos da

técnica.
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D. Perfusdo renal por gravidade

O sistema de perfusdo descrito por MORGAN et al.
(/9615%) para coragdo de ratos, foi aprimorado (NEELY el al, 196759,
modificado e adaptado para perfusdo renal de ratos (BOWMAN,1970!7;
BOWMAN & MAACK, 19722),

Apds o procedimento ciriirgico acima descrito e
devidamente ilustrados na Figura e Foto 1A, B, C e D, procedeu-se a
perfusdo por gravidade. Para tanto, o perfusato utilizado foi colocado em
condensador de parede dupla, situado a 120 ¢m acima do rim - altura esta
responsavel por uma pressdo de escoamento em tormo de 80 mmHg -, ¢
acoplado a um banho-maria (Forma Scientific, USA - Modelo 2095 S/N) com
capacidade de resfriamento/aquecimento variando de -40° a +70° C (Figura
Ia), regulado a uma temperatura de +109 C. O sistema montado permitiu que
a temperatura do perfusato utilizado permanecesse constante durante toda a
perfusdo do orglo, pois a circulagdo de agua por entre as paredes do
condensador perdurou durante todo o experimento, a uma temperatura

constante pré-determinada.
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FIGURA 1 - A.Esquema de perfusdo renal por gravidade:
a. Banho-maria (Forma Scientific - USA -~ Modelo 2095 5/N) acoplado
ao sistema, regulado a uma temperatura de 10° C ; b. Reservatori
de dupla parede para recirculagdo de agua resfriada no banho-maria e
elevado a 120 cm (80 mmHg) acima do rim; ¢ Rim devidamente
canulado.
B. Detalhe do esquema de Perfusdo por gravidade:
a.Ureter cateterizado com Cateter de polietileno (PE-10); b. Cateter
acoplado na veia renal para coleta de perfusato; c. Artéria renal direita
d Aorta, e Veia renal direita; f Veia Cava;, g. Canula metalica para
perfusio renal acoplada devidamente 2a artéria renal, segundo
NISHITSUTSUJI-UWO et al (1967), k. Ureter direito.
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FOTO 1 - A. Visualizagio global do experimento de perfusdo renal por gravidade,

B. Cateterizagiio do ureter direito : a. Cateter de polietileno (PE-10};

b. Ureter direito;
C. Visualizagio do campo cirtirgico devidamente isolado para posterior

realizagio da canulagio da artéria renal direita: a. artéria
mesentérica superior direita; b. artéria renal direita.;
D. Visualizagio da perfusio renal propriamente dita.

coloragdo do orgdo.

Observar a
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O procedimento de canulagdo da artéria renal deve ser
rapido a fim de evitar isquemia do drgdo antes do inicio da perfusdo por
gravidade. Assim, ndo hd interrupgio da perfusdo renal a qual é feita
imicialmente pelo sangue e posteriormente pelo perfusato (Figura 1 e Foto
1A4,1B,1C,1D). Apés o inicio da perfusdo, colocou-se um cateter de polivinil
flexivel (PE-190) na veia renal a fim de se coletar, em tubo de ensaio anexo,
o perfusato apos a sua passagem pelo rim (Foto 1A). Foi também
cateterizado o ureter para a coleta de eventual filtrado.

Terminada a total perfusfo renal, avaliada pela coloragio
esbranquigada do drgio (Foie 1D), resultante da lavagem feita pela solugdo
utilizada na referida perfusdo, e pela coloragdo do perfusato coletado pela

veia renal, previamente cateterizada, procedeu-se a nefrectomia total direita.
D.1. Tempo de perfusio
O tempo de perfusio ndo foi previamente fixado, ficando
o término da mesma vinculado a coloragdo esbranquigada do drgio e
clareamento do perfusato coletado pela veia renal durante esta manobra

experimental.

E. Mensuracdo dos Pardmetros Funcionais

Os parametros funcionais analizados foram: Tempo de
Perfusdo, Volume fotal perfundido, fluxo de perfusdo, % rins filfrantes, e

fluxo de perfusdo apos 1 e 24 horas de conservacdo.
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a. Tempo de perfusio

A determinagdo do tempo total de péﬁfusd() se deu pela
mensuragdo do mstante inicial e final do processo de perfusdo renal por
gravidade, com as diversas solugles utilizadas neste estudo a uma
temperatura de 100 C ¢ 80 mmHg de pressido de escoamento. A diferenca
entre os tempos (final - inicial) resultara no tempo total de perfusdo. Nao
houve fixa¢do do tempo pois o pardmetro para o término da perfusio foi a
coloragdo esbranqui¢ada do 6rgdo, resultante da lavagem feita pela solugdo
utilizada na referida perfusio, ¢ pela coloragio do perfusato coletado pela

vela renal, previamente cateterizada (Equacgdo I).

Tempo de Perfusdo (min)=Tempo final - Tempo inicial I

b. Volume total Perfundido

Da mesma forma a mensuragio do volume total utibizado na
perfusio foi feita através da observagdo do volume utilizado no micio da
perfusdo € o volume restante apds o final do experimento. Assim, a diferenca
entre os volumes citados (inicial - final) nos dard o volume total perfundido

(Equacgdo 2).

Volume Total Perfundido (ml) = Volume inicial - Volume final 2
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¢. Fluxo de Perfusdo imediata e apos conservacdo por 1 e 24 horas
O fluxo de perfusdo, tanto a imediata quanto apds o
periodo de conservagdo, ¢ resultante da razio entre o volume total perfundido

¢ o tempo de perfusio, sendo o resultado expresso em ml/min (Equagdo 3).

Fluxo de perfusdo = Volume total perfundido
Tempo de Perfusio 3

Apé6s 1 e 24 horas de conservagdo, foram medidos os
volumes inicial e final da solugdo de perfusdo utilizada na reperfusio do
orglo (Equacgdo I) bem como o tempo (inicial ¢ final) gasto durante esta
perfusdo (Fquacdo 2). Tendo em mios estes parametros, obteve-se o fluxo

de perfusdo apds 1 e 24 horas, pelo mesmo calculo da Equacgdo 3.
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d. Percentagem de Rins filtrantes
Entende-se por rms filtrantes aqueles que, durante o
procedimento experimental produziram quantidade de filtrado suficiente para
ser detectado pelas nossas condigdes experimentais ¢ devidamente coletado
em tubo de ensaio graduado. Assim, quantidades muito pequenas de filtrado,
eventualmente produzidas, porém nfo detectadas, néo foram consideradas
neste estudo devido a limitagdo da técnica.
| Apés a cateterizagfio do ureter direito com cateter de
polietileno (PE-10), durante o processo de perfusiio renal por gravidade,
coletou-se  em tubo graduado o eventual filtrado produzido. Este
procedimento foi importante para a obtengdo do percentual de rins que
filtraram a solugdo de filtragdo, através da razio entre aqueles rins filtrantes e

o total de rins por grupo, multiplicando-se tal razio por 100.

Percentagem de Rins filtrantes= Total de Rins Filtrantes x 100
Total de Rins no grupo
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F, Técnica de Hanssen modificada

A avaliagdo da distribuigdo da solug¢do de perfusdo pelo
parénquima renal foi avaliado pela Técnica de Hanssen modificada pelo
nosso Laboratorio, adaptada as nossas condigdes experimentais
(OISHI 1 9875),

Apos a nefrectomia nos grupos nos quais ndo se sucedeu
periodo de conservagéo renal e, apds periodo de conservagido renal a frio,
naqueles grupos em que tal procedimento foi necessario, procedeu-se a
perfusio do orgdo, nas mesmas condigdes anteriormente descritas (com
pressdo de aproximadamente 80 mmHg), com solucdo de ferrocianeto de
sodio a 1%, durante aproximadamente 3 minutos. Apos tal perfusio, o rim
foi cortado sagitalmente com ldmina cortante (bisturi), e armazenado durante
16-20 horas, no freczer (-20° C), em solugdo de cloreto férrico em etanol (95
mi de dlcool absoluto + 50-60 g FeCl, + 5 ml HCI). Apds este periodo, o
orgdo foi lavado em éagua destilada para se retirar o excesso desta Gltima
solugdo e armazenado em formol a 10%. A reagio do ferrocianeto de sédio
1% com o clorelo férrico em etanol resulta em ferrocianeto férrico ou azul
da Prussia, facilmente visualizada devido a sua intensa coloragéio azulada.
Assim, € possivel, através de tal propriedade, visualizarmos a distribuigio de
determinada solugdo perfusora pelo parénquima renal, observando o padrio
de coloragdo resultante da reagdo entre o ferrociancto de sodio e cloreto

férrico em etanol.
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Ferrocianeto de 1¢4ge com cloreto férrico Teswlta em Ferrocianeto férrico
sédioc T em etanol ——=> gu Azul da Prissia

(coloragdo azulada)

G. Grupos Experimentais

O presente estudo foi dividido em duas partes: a. estudo

morfologico ¢ b. estudo funcional.

a. Estudo Morfologico

O estudo morfologico constou da analise subjetiva da
coloragdo resultante da Técnica de Hanssen modificada aplicada nos grupo
experimentais a saber:

*Grupo de Perfusdo imediata: a Técnica de Hanssen foi
aplicada ap6s a perfusio por gravidade

*Grupo de Conservagdo 1 hora:a Técnica de Hanssen foi
aplicada apdés 1 hora de conservagdo
hipotérmica.

*Grupo de Conservagdo 24 horas: a Técnica de Hanssen
foi aplicada apds 24 horas de conservag¢do
hipotérmica.

As solugSes utilizadas foram : Krebs-Henseleit
modificada como controié; Collins, Euro-Collins e Universidade de

Wisconsin como solugdes conservadoras.
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Utilizou-se a solugdo de Krebs-Henseleit modificada
como conirole por esta ser uma solugdo eletrolitica bastante semelhante ao
plasma porém sem apresentar caracteristicas conservadoras. Assim, esta vem
a ser um controle representando uma solugdo ndo adequada para a
conservagao de orgios.

A representagdo utilizada para os grupos sera:

* Grupo de Perfusdo imediata:
KH-CQ; - Perfusio com Krebs-Henseleit modificada

Co; - Perfusdo com Collinsg

EC, - Perfusdo com Euro-Colling

UW; - Perfusdo com solugdo da Universidade de
Wisconsin

* Grupo de Conservagdo 1 hora
KH-CO,,- Perfusdo/Conservagdo com Krebs-Henseleit

modificada
Co,, - Perfusdo/Conservagio com Collins
EC,, - Perfusao/Conservagio com Euro-Collins
uw,, - Perfusao/Conservagdo com solu¢do da

Universidade de Wisconsin
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* Grupo de Conservacdo 24 horas

KH-CO,y, - Perfusdo/Conservagdo com Krebs-Henseleit

modificada
Cosyy - Perfusdo/Conservagio com Collins
EC,y - Perfusdo/Conservagdo com Euro-Collins
UW,y, - Perfusio/Conservagdo com solugdo da

Universidade de Wisconsin

b. Estudo Funcional

Os parmetros ftempo de perfusdo, volume total
perfundido, fluxo de perfusdo e percentagem de rins filtrantes foram obtidos,
nos trés grupos acima mencionados, durante a perfusdo por gravidade,
igualmente realizada em todos os grupos. Assim, para a analise destes
parametros, levou-se em consideragdo o total de elementos de todos os
grupos analisados.

Procedeu-se a perfusio apos 1 e 24 horas de conservagdo
somente Nos grupos conservados nos respectivos tempos. Assim, somente
nestes grupos foram calculados os fluxos de perfusio apdés o tempo de

preservacgao.
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H. Conservacdo por 1 e 24 horas

O érgdo ¢ colocado, apos a sua retirada, em recipiente
contendo a solugéo utilizada na perfuséo, ¢ mantido em banho de gélo com
temperatura aproximada de 40 C (Forto 2).

Apos passado o respectivo tempo de conservagio, o rim
foi reperfundido com a solugdo utilizada inicialmente, nas mesmas condi¢des
de temperatura ¢ pressdo da perfusdo inicial, anteriormente descrita em
detalhes. Procedeu-se, entdo, a Técrniica de Hanssen modificada pelo nosso

Laboratoério, acima descrita.

FOTO 2 - Recipiente utilizado para conservagdo renal. O material ¢ mantido envolto
em gélo reciclavel, permitindo que a temperatura permane¢a em torno de
4% C durante todo o periodo experimental.
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GRUPOS EXPERIMENTAILS

a. Estudo Morfologicos

Solugio/Periodo Perfusdo Imediata | Conserv. 1 hora Conserv. 24 horas
Krebs-Henseleit KH-CQ, KH-COy, KH-COy,,

(Controle) n=6 n=6 n=6

Collins Coj Coy, Cogy,
n=6 n=0 n=6

Euro-Collins EC; ECy, ECop
=5 =0 n=0

Univ. Wisconsin UW; Uw,, UW,a,
n=6 n=6 n=6

b. Estudo Funcional

Para os pardmetros Tempo de perfusdo,

Volume total

perfundido, Fluxo de perfusdo imediata e Percentagem de rins filtrantes,

utilizou-se para as solu¢des de Krebs-Henseleit, Collins, Euro-Collins e

Universidade de Wisconsin, nimero de experimentos (#) igual a 13, 20, 17 e

25, respectivamente. Para os Parametros Fluxo de Perfusdo apos 1 ¢ 24

horas de conservagdo, utilizou-se #=6 para cada uma das solugdes,
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SOLUCOES DE PERFUSAO

Foram utilizadas as seguintes solugdes para perfusdo por gravidade:

SOLUCAO DE KREBS-HENSELEIT MODIFICADA (CONTROLE)

(KH-C0)

Acetato de Na+ 10 mM
Glicose 8§ mM
NaCl 105 mM
NaHCO; 25 mM
KCl 5mM
CaCl, 1,8 mM
MgSO, 1,0 mM
NaH,PO, 2,3 mM
KH,PO, 0,6 mM
pH 7,074
Osmolalidade 280 mOsm/kg H,O
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SOLUCAO DE COLLINS (Co) E EURQ-COLLINS (EC)
({ DREIKORN et al., 1980%; RIJKMANS et al., 198275; FIGUEIREDQ et al., 1986°¢)

COLLINS EURO-COLLINS
NaHCO, 10 mM 10 mM

KCl 15 mM 15 mM
KH,PO, 15 mM 15 mM
KH,PO, 42 mM 42 mM
Glicose 139 mM 139 mM
MgSO, 28 mM = e

pH 7.0 7,0
Osmolalidade 317 mQOsmkg H,0 300 mOsm/kg H,O
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SOLUCAO DA UNIVERSIDADE DE WISCONSIN (UW)
(Du Pont - USA) ( BELZER et al., 1988)

Hidroéxido de amido 50 g/l
Lactobionato de K+ 100 mM
KH,PO, 25 mM
MgSO, 5 mM
Adenosina ' 5 mM
Alopurinol 1 mM
Glutationa total 3 mM
Rafinosec 30 mM

pH 7,4
Osmolalidade 320 mOsm/kg H,0

Obs:Ndo foram utilizados aditivos nas solugdes conservadoras.
Concentragdo final: Na*+ 30+ 5 mM; K+ 120+ 5mM
Osmolalidade/litro: 320 +5
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ANALISE MORFOLOGICA

A avaliagdo morfologica foi feita pela observagdo da
distribuicdo do ferrocianeto férrico pelo parénquima renal, nos diferentes
grupos experimentais. Tais observagdes foram realizadas em Lupa (Zeiss,
Alemanha Ocidental) e o registro feito por processo fotografico nio

convencional, com iluminagdo halogénica fluorescente.

ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram apresentados como média e
desvio padrao da média.

A andlise estatistica empregada para comparagio
intergrupos foi a de Varidncia corrigida por Bonferroni com nivel de
significAncia p<0,016 (GODFREY, 1986%7).

Em alguns casos, utilizou-se o feste t de Student ndo

pareado, com nivel de significincia p<0,05.
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RESULTADOS

A proposta deste trabalho foi a avaliagdo da distribuigdo
das solugOes conservadoras utilizadas atualmente no transplante clinico, pelo
parénquima renal, apos a perfusdo destas solugdes a 100 C ¢ 80 mmHg ¢
conservagdo por 0, 1 e 24 horas. Esta avaliagdo foi [eila através da Técnica

de Hanssen modificada, conforme descrita anteriormente.

A. Andlise Morfolégica

O material devidamente fixado em formol 10% foi
cuidadosamente fotogralado sob Lupa com iuminacdo halogénica

Sluorescente a fim de serem documentados.

1. Grupo 1.A - Perfusdo com solugdo de Krebs-Henseleit modificado

(KH-CO;y sem conservagdo posterior

A solu¢do de Krebs-Henseleit modificada (n=6) ndo €
uma solugdo conservadora, pois nd0 possui as caracteristicas que propiciem a
preservagdo do orgdo perfundido com a mesma. Os rins perfundidos com
esta solugdo apresentaram seu parénquima corado fieterogéneamente, com

areas corticais coradas e regido medular ndo corada (Foto 3A4).
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2. Grupo 1.B e 1.C - Perfusdo com solu¢do de Collins (Co;) e Euro-

Collins (EC;) sem conservagdo posterior

A perfusdo renal com as solugbes de Collins e Euro-
Collins resultou num padrio hemogéneo de distribuigdo, porém o ultimo

grupo apresentou-se mais corado que o primeiro. (Fofo 3B e 3C).

3. Grupo 1.D - Perfusiio com solugcdo da Universidade de Wisconsin

(UW; sem conservagdo posterior

Quando se compara o padrido de coloragdo resultante da
aplicagdo da Técnica de Hanssen modificada, no grupo perfundido com a
solugdo da Universidade de Wisconsin, ¢ nitida a diferenga entre este grupo e
os demats ja analisados. O parénquima renal, neste grupo, mostra-se corado
homogeneamente, além desta coloragdo ser bem mais intensa que os demais

grupos observados. (Fote 3D).



i

FOTO 3 - Parénquima renal corado apés rapida perfusdo com as solugdes estudadas:

A. Coloragio heterogénea apés perfusio com solugdo de Krebs-
Henseleit modificado (n=6) ; B. e C. Colorag8o homogénea apos
perfusio com as solugdes de Collins (n=6) e Euro-Collins (n=6)
respectivamente; D). Coloragio homogénea e intensa apos perfusdo com
a solu¢io da Urniversidade de Wisconsin  (n=06).(Aumento de 8x -
Fotografia  feita sob  Lupa  Zeiss,  Alemanha  Ocidental)
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4. Grupo 2.A - Preservagdo por 1 hora na Solugdo de Krebs-Henseleit

modificada (KH-CO,,) apos perfusdo ufilizando-se esta

mesma solugdo

Assim como o observado nos rins do Grupe KH-CO;
(CONTROLE) - quando esta mesma solug¢do foi utilizada na perfusio por
gravidade -, onde a coloragio mostra uma distribuigdo heterogénea pelo
parénquima renal,- os rins (n=6), perfundidos e conservados com esta mesma
solu¢do por um periodo de / hora em banho de gélo (4° C), também se
apresentaram corados de forma leterogénea, permanecendo a medula ndo

corada e a camada cortical corada (Foto 4A).

5. Grupo 2.B - Preservacdo por 1 hora na Solucdo de Collins (Co)

apos perfusdo utilizando-se esta mesma solugdo

O parénquima renal daqueles rins (n=6) perfundidos ¢
conservados por I hora na solugiio de Collins, a 4° C em banho de gélo,
apresentou-se corado de maneira fheterogénea, morfologicamente
semelhantes aqueles rins perfundidos e preservados em Krebs-Henseleit
modificada. Neste grupo, os rins tiveram seu cortex corado enquanto a regido

medular do mesmo ndo se apresentou corada (Foto 4B).
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6. Grupo 2.C - Preservacdo por 1 hora na Solu¢do de Euro-Collins

(EC,.) apos perfusdo utilizando-se esta mesma solugdo

O padrdo de coloragdo do parénquima renal deste grupo

(n=6), apoOs perfusdo renal com a respectiva solugdo conservadora e

conservagao por [ hora na mesma (<42 C em banho de gélo), foi homogéneo
comparando-se aos rins do grupo CONTROLE (Grupes KH-CO; ¢ KH-

C0,,). Observa-se, na regido medular, por¢oes isoladas do parénquima que

ndo foram coradas (Foeto 4C).

7. Grupo 2.D - Preservagdo por 1 hora na Solu¢do da Universidade de

Wisconsin (UW,,) apds perfusdo utilizando-se esta mesma

solugdo

A utilizagdo da solugdo da Universidade de Wisconsin

para a perfusdo e conservagdo renal (n=6) por um periodo

de [ hora resultou

num padrio de distribui¢do de coloragio homogéneo extremamente corado,

por toda a extensdo do parénquima renal, quando comparado aos demais

grupos estudados (Foto 4D).




FOTO 4 - Parénquima renal corado apds perfusdo e conservagio por I hora com
as solugdes estudadas: 4. Coloragio heferogénea apos perfusio e
conservagio com soluciio de Krebs Henseleit modificado (n=6) ; B.
Coloragiio heterogénea apos perfusio e conservagio com a solugdo de
Collins (n=6); C. Coloragio homogénea ap6s perfusio e conservagio
com a solugio de Ewro-Collins (n=6), D. Coloragio homogénea e
intensa apds perfusio e conservagio com a solugdo da Universidade de
Wisconsin (n=6).{Aumento de 8x - Fotografia feita sob lLupa Zeiss,
Alemanha Ocidental).
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8. Grupo 3.A - Preservagdo por 24 horas na Solugdo de Krebs-
Henseleit  madificada (KH-CO,,) apos perfusdo
utilizando-se esta mesma solugdo

O padriao heterogéneo de distribuigdo do ferrocianeto
férrico neste grupo (n=6) foi o mesmo observado naqueles grupos onde
utilizamos a solugdo de Krebs-Henseleit modificada como solugdo de

perfusdo e/ou conservagio por / hora (Foto 54).

9. Grupo 3.B - Preservacdo por 24 horas na Solucdo de Collins (Co,,,)

apos perfusdo utilizando-se esta mesma solugdo

Apos perfusdo e conservagio por 24 horas na solugio de
Collins (n=6), a distribuicdio de coloragdo pelo parénquima renal foi
homogénea quando comparada aos grupos anteriores onde esta solugio foi
utilizada, porém apresentando regiGes ndo coradas e, provavelmente, ndo

perfundidas e conservadas (Foto 5B).



Resultados 41

10. Grupo 3.C - Preservagdo por 24 horas na Solucdo de Euro-Collins

(EC,,,) apos perfusdo utilizando-se esia mesma solugdo

O padrio de coloragdo leterogéneo observado no grupo

controle (KH-CO,,) foi o mesmo obtido no grupo perfundido e conservado
por 24 horas na solugdo de Euro-Collins (n=6) (Foto 5C).

11. Grupo 3.D - Preservacdo por 24 horas na Solucdo da Universidade
de Wisconsin (UW,,) apds perfusdo utilizando-se esta

mesma solugdo

Como ja for observado nos demais grupos onde se
utilizou a solugdo da Universidade de Wisconsin na perfusio e/ou
conservagdo, os rins perfundidos e conservados por 24 horas (n=6) com a
mesma apresentaram o parénquima extremamente e homogeneamente
corado (Foto 5D).
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rénquima renal corado apos perfusdo e conservagao por 24 foras com
as solucdes estudadas: A. Coloragdo heterogénea apés perfusio e
conservacgio com solugio de Krebs-Henseleit modificado (n=6) ; B
Coloragio homogénea apds perfusio e conservagio com a solugdo de
Collins (n=6), C. Coloragio heferogénea apos perfusdo e conservagao
com a solugio de Furo-Collins (n=6),D. Coloragdo homogénea e
intensa apos perfusido e conservagio com a solugio da Universidade de
Wisconsin  (n=6).(Aumento de 8x - Fotografia feita sob Lupa Zeiss,

Alemanha Ocidental).

FOTO 5 -
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B. Pardmetros funcionais

Na Tabela 1 estao representados a média e desvio padrdo
da média dos demais pardmetros analisados neste estudo (7Tempo de
Perfusdo, Volume total perfundido, fluxo de perfusdo, % rins filtrantes, e
fluxo de perfusdo apos 1 e 24 horas de conservagdo) dos Grupos KH-CO,
Co, EC e UW. Os grupos experimentais foram comparados ao controle,
procedendo-se a andlise estatistica pelo teste ¢ de Student ndo pareado, ¢ os
grupos experimentais (Co, EC,UW) comparados entre si através da andlise de
varidncia (ANOVA) corrigida por Bonferroni. Vale ressaltar que para a
analise dos parametros funcionais levou-se em consideragdo os clementos de
todos os grupos, com exce¢do do parametro Fluxo de Perfusdo 1 e 24 horas
em que somente os elementos destes grupos foram considerados, pois o
procedimento técnico de perfusdo por gravidade inicial utilizada na lavagem

do o6rgdo € igual em todos os grupos.
a. Tempo de perfusao, Volume total perfundido e Fluxo de perfusdo

O tempo de perfusdo renal a 10° C e 80 mmHg, nos
grupos Co e UW (27,5+9,4 ¢ 34,3+ 14,1 min respectivamente) foi igual ao
grupo KH-CO (27,5+13,2 min), enquanto este mesmo pardmetro analisado

no grupo EC €  estatisticamente  diferente do  controle
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(47,9112, 4 min)(Figura 2). Proferindo-se a andlise de varidncia (ANOVA)
corrigida por Bonferroni, entre os grupos Co, EC e UW, temos que os trés
grupos foram diferentes entre si, sendo EC diferente de UW e Co, ¢ estes

dois Oltimos grupos iguais entre si (Figura 3 e Tabela 2).

TABELA 1 - Média + desvio padrio da média dos pardmetros obtidos na perfusio
renal a 10° C e 80 mmHg com a solugdo de Krebs-Henseleit (KH-CO)
(CONTROLE) ¢ as solugdes de Collins (Co), Euro-Collins (EC) e
Universidade de Wisconsin (UW) (CONSERVADORAS).

Pardmetro/ Krebs- Universidade
Solugdo Henseleit Collins Euro-Collins | de Wisconsin
(KH-CO) (Co) (EQ) (W
Tempo de Perfusio
(min) 275 + 13,2 27,5+ 94 47,9 + 12,3 343 + 14,1
n=135 =20 n=17 * a=25
Volume total
perfundido (ml) 3081126 23,5+ 94 224+ 144 56,0 + 18,4
n=l3 =20 n=]7 n=35 *
Fluxe de Perfusio
(ul/imin} 1.4 +0,9 0.8 +04 0.6 +035 1.8 +07
n=15 n=20 * n=i7 * n=25
% Rins filtrantes 56,2 % 61,99% 40,9 % 8%
n=9/16 n=1{321 n=9/22 n=2/23
Fluxo de perfusio - 1
hora 09+ 09 1,5 + L1 3.1+ 27 4,3 + 1.8 *
{ml/min) n=6 =0 n=0 n=6
Fluxo de perfusio - ‘
24 horas (ml/min) Ly + L5 L7 + 10 38 + L1 * 28 + 0,3
n=6 n=6 n=6 "=

* Teste t ndo pareado (p<0.05): CONTROLE X demais grupos experimentais
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TABELA 2 : Média + desvio padriio dos parimetros obtidos na perfusdo renal a 10°
C e 80 mmllg com as solugdes de Collins (Co), Euro-Collins (EC} e

Universidade de Wisconsin (UW) (CONTROLE)..

Paréimetro/ Collins Euro-Collins Universidade de
Solugdio {Co) (EC) Wisconsin (UW)
Temypo «le Perfusio
(mmin) 27,5+ 94 47,94 123 b
a=-20 a=17 34,3+ 141
n=25
Velume Total
perfundido (ml) 23,5+ 94 22,4 + 14,4 ab
n=21 n=17 56,0+ 18,4
n=25
Fluxo de Perfusiio
(m¥/min) 0,8+ 0,4 0.6 %05 ab
a—20 n—17 18407
23

*  Apndlise de Varidncia (ANOVA) corrigida por DBonferroni (p<0.016):

a. Cox ECeUW (p<0.010)

b. EC x UW

(p<0.016)

Analisando-se o volume total de solu¢do perfundida, o

grupo KH-CO (30,8+12,6 ml), chamado de controle, foi estatisticamente

diferente do grupo UW (56,0+ 18,4 ml), permanecendo iguais ao controle os

grupos Co (23,5494 ml) e EC (22,4+ 14,4 ml)(Figura 4). Comparando-se 0s

grupos experimentais, pela andlise de varidncia (ANOVA) corrigida por

Bonferroni (p<0,016), estes grupos foram diferentes entre si ficando UW

diferente de Co e EC (Figura 5 e Tabela 2).
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*
Tempe de Perfusie {min) ‘[

O KREBS-HENSELEIT-KH
COLLINS-Co

W FURO-COLLINS-EC
UNIVWISCONSIN-UW

co  Co  EC UW

FIGURA 2 - Valores médios do tempo, em minutos (min), durante a perfusio renal

por gravidade, a 10° C e 80 mmHg nos seguintes grupos: Controle
(Krebs-Henseleit - KH-CQ), Collins (Co), Euro-Collins (EC) e
Universidade de Wisconsin (UW).
*Teste t de Student ndo pareado(p<0,05): CONTROLE x demais
grupos experimentais
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Q.
Tempo de Perfusde (ml) .[

50
40
30 COLLINS-Co
EURO-COLLINS-EC
UNIV.WISCONSIN-UW
20
10
0

FIGURA 3 - Valores médios do tempo, em minutos (min), durante a perfusio renal
por gravidade, a 10 C e 80 mmHg nos seguintes grupos: Colliny
(Co), Luro-Collins (EC) e Universidade de Wisconsin (UW), a 10° C
e 80 mmHg.
*Andlise de Varidncia (ANOVA) corrigida por Bonferroni (p<0,016):
a.Cox ECe UW (p<0,0106)
LECx UW (p<0,016)
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Volume total Perfundido (ml)

¥ KRERS-MENSELEIT-KH-CO
COLLINS-Co
EURD-COLLING-EC
UNIV.WISCONSIN-UW

FIGURA 4 - Média do Volume total perfundido, em mililitros (ml), a 10° C ¢ 80
mmHg das solugdes: Controle-Krebs-Henseleit (KH-CQ), Collins
(Co), Euro-Collins (EC) e Universidade de Wisconsin {UW).
* Teste t de Student ndo pareado (p<0,05): CONTROLE x demais
Zrupos experimentdis.
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a b
Volume Total Perfundido (mi) I

| COLLINS-Co
= EURO-COLLINS-EC
L UNIV.WISCONSIN-UW

0 BEC W

FIGURA 5 - Média do volume total perfundido, em mililitros (ml), a 10 C e 80
mmHg das solugdes: Collins (Co), Euro-Collins (EC) e Universidade

de Wisconsin (UW).
* Andlise de Varidncia (ANQVA)corrigida por Bonferroni (p<0,016}
a Cox ECe UW (p<0,016)
b ECxUW {(p<0,016)

-
-
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A Analise do fluxo de perfusdo, o qual leva em
cousideragdo o volume total perfundido pelo tempo da perfusdo (ml/min),
nos mostra que as solugdes de Co (0,8+0,4 mi/min) e EC (0,6+0,5 ml/ntin)
foram diferentes do grupo KH~CO (1,4+0,9 ml/min), mantendo-se igual ao
controle o grupo de UW (1,8+0,7 ml/min)(Figura 6). Este parimetro foi
diferente quando analisamos a varidncia do mesmo, corrigido por Bonferroni
(p<0,0106), entre os grupo de Co, EC e UW, sendo UW diferente de Co e EC.
Por outro lado, procedendo-se esta mesma andlise de varidncia corrigida por

Bonferroni, Co e EC foram iguais (Figura 7 e Tabela 2).

b. Andlise da Percentagem de rins filtrantes,

No grupo KH-CO (n=16), 56,2% dos rins produziram
filtrado, enquanto no grupo de Co (n=21), EC (n=22) ¢ UW (n=25) os
valores percentuais de tal ocorréncia foram de 61,9%, 40,9% c 8%,

respectivamente (Figura 8 ¢ Tabela I).
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¥ KREBS-HENSELEITKH-CO

COLLING-CGo
URG-COLLINS-EC
UNMWISCONSIN-LWY

co Co EC

FIGURA 6 - Fluxo imediato de Perfusdo renal, em mililitros/minuto, utilizando-se as
solucdes de Krebs-Henseleit (KH-CQ), Collins (Ca), Luro-Collins
(EC) ¢ Universidade de Wisconsin (UW), perfundidas a 10° C ¢ 80
mmHg.
* Teste t de Student néio pareado (p<0,05): CONTROLE x demais
grupos experimentais:
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Fluxo de Per T
2
1.5
COLLING-Co
’ 7 EURO-COLLINS-EC
UNIVWISCONSIN-UW
G.B-
8]

FIGURA 7 - Fluxo imediato de Perfusdo renal, em mililitros/minuto, utilizando-se as
solugdes de Collins (Co), Luro-Collins (EC) e Universidade de
Wisconsin (UW), perfundidas a 10° C e 80 mmHg.
* Andglise de Varidncia (ANOVA) corrigida por Bonferroni (p<0,016):
a. Cox ECx UW (p<0,016)
b ECxUW (p<0,016)
c Cox UW (p<0,016)
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% Rins Filtrantes

70
80
50
‘0 2 KREBS-HENSELETKH-0O
COLLING-Co
I EURC-COLLINS.EC

30 B ovvwisoonsinuwy
20
10

O

O (o EC UW

FIGURA 8 - Percentagem de rins que apresentaram filtrado, detectado pela técnica,
durante a perfusdo renal com as solugbes de Krebs-Henseleit (KH-
CO), Collins (Co), Euro-Collins (EC) e Universidade de Wisconsin

ow).
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c. Fluxo de perfusio apds 1 e 24 horas de conservagio

O termo fluxo de perfusio 1 e 24 horas ¢ utilizado aqui
como o volume de solugdo perfundida por minuto apds o periodo de
conservagdo, nos grupos onde este periodo perdurou durante 7 e 24 horas.

Apoés [ hora de conservagdo a 4° C, em banho de gélo, o
fluxo de perfusdo com a solugio de UW (4,3+1,8 mi/min) foi diferente do
obtido no grupo controle - KH-CQ (0,9+0,9 ml/min) - enquanto os demais
grupo - Co e EC - foram iguais ao controle (/,5+1,1 e 3,1+2,7 mi/min
respectivamente)(Figura 9). Pela analise de wvaridncia cormrigida por
Bonferromi, os grupo perfundidos e conservados por 1 hora em Co ¢ UW
foram diferentes enquanto ndo houve diferenga entre EC ¢ as demais
solugbes conservadoras.

Apds conservagdo a frio por 24 horas, o grupo perfundido
com a solugio de EC (3,8+1,1 mi/min) teve seu fluxo diferente daquele
observado no grupo controle - KH-CO (/,5+1,5 mi/min) - enquanto o {fluxo
de perfusdo nos grupo de Co e UW (I,7+1,0 e 2,8+0,3 mi/min
respectivamente) foram iguais ao controle e, portanto, diferentes de EC. As
trés solugOes conservadoras tiveram fluxo de perfusido diferentes entre si
quando se procedeu a analise de varidncia corrigida por Bonferroni, sendo

também diferentes as solugdes de Co e EC (Tabela 1 e Figura 10).
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Procedendo-se a andlise comparativa entre os fluxos de
perfusdo imediata e perfusdo 1 e 24 horas dentro de cada grupo temos que
os fluxos de perfusio e reperfusio nos diversos periodos acima mencionados
foram estatisticamente iguais entre si quando da andlise dos grupos
perfundidos com KH-CO e Co. Nos grupos de EC e UW houve diferenga
estatistica entre o fluxo nos trés periodos de conservagio sendo em ambos os
grupos o fluxo de I e 24 horas diferentes do fluxo em 0 horas (Tabela 3).
Niao houve diferenga estatistica entre os periodos [ e 24 horas em todos os

grupos analisados (Tabela 4).
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TABELA 3 - Média + desvio padrio da média dos Fluxos de perfusdo imediata e apos
I e 24 horas de conservagdo renal a 10° C e 80 mmHg apés 0, 1 ¢ 24
horas de conservagio nas solugbes de Krebs-Henseleit (KH-CO)
(CONTROLE), Collins (Co),  Euro-Collins (EC) e Universidade de

Wisconsin (UW} (CONSERVADORAS).

Selucido/Parametro Fluxo de Perfusdo - Fluxo de perfusdo - Fluxe de perfusdo -
{ horas 1 hora (mlimin) 24 horas (mlinin)
Krebs-Henseleit 1,4+0.9 0,9+0.9 1.5+1.,5
=20 n=6 =6
Collins 0,8+0.4 1,5+1,1 1,74+1,0
n=20 n=g =6
Euro-Collins 0.6+0.5 3,1+27 d 3,8+1.1
f=17 n=e6 =
Universidade de 1,8+0,7 4,3+1,8 a 2,8+0.3
Wisconsin n=25 n=6 =0

*Andlise de Varidncia (ANOVA) corrigida por Bonferroni (p<0,016):
a. Oxle 24 horas (p<0,016)

b. 1x24

(p<0,016)
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TABELA 4 - Média + desvio padrio da média dos Fluxos de perfusdo renal a 109
C ¢ 80 mmHg apés 1 e 24 horas de conservagio nas solugdes de
Krebs-Henseleit (KH-CQ) (CONTROLE), Collins (Co}, Euro-Collins
(EC) e Universidade de Wisconsin (UW) (CONSERVADORAS).

Solugdo/Parimetro Fluxo de perfusio - Fluxo de perfusio -
I hora (ml/min) 24 horas (ml/min)
Krebs-Henseleit 0,9+0.9 1,5+1,5
(KH-((O) n=6 n=6
Collins 1,5+1,1 1,7+1,0
(Co) 70 16
Euro-Collins 3,1+27 3,8+1,1
(EC) =6 n=>6
Universidade 4.3+1 8 2,8+0,3
de Wisconsin (UW}) n=06 n=6

* Teste t de Student ndo pareado (p<0,05): 1 hora x

diferencas na andlise através deste teste).

24 horas (ndo se detectou
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Fluxo de Perfusdo (milimin)

Co

FIGURA 9 - Fluxo de perfusio apds 1 e 24 horas de conservagio nas solucdes

de Krebs-Henseleit (KH-CQ), Collins (Co), Luro-Collins (EC) e
Universidade de Wisconsin (UW) ¢ reperfundidas a 10° C ¢ 80
mmHg.
* Teste t de Student ndo pareado (p<0,05): CONTROLE x demais
grupos experimentais
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Fluxo de Perfusdo (mijmin)

—

U

FIGURA 10 - Fluxo de perfusio apds 1 e 24 horas de conservagdo nas solugdes
de Collins (Ce), Luro-Collins (EC) e Universidade de Wisconsin
(UW) e reperfundidas a 10°C e 80 mmHg.
* Andlise de Variancia (ANOVA) corrigida por Bonferroni:
a. Cox ECe UW - lhora (p<0,016)
b. ECx UW - 1hora (p<0,0106)
c. Cox EC e UW - 24horas (p<0,016)
d. EC x UW - 24horas (p=<0,016)
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DISCUSSAO

A preservagdo do Orgdo transplantado até a
revascularizag¢do seguida do funcionamento adequado do mesmo no periodo
pos-operatorio sdo aspectos relevantes no sucesso do transplante de 6rgdos
(BELZER et al, 19827; BENNETT et al, 198214).

Varias técnicas de conservagdo do orgdo destinado ao
transplante sfo utilizadas a fim de permitir melhor preservagdo tecidual ¢
funcional do mesmo no periodo poés-operatorio. O armazenamento a frio,
apos lavagem do orgdo com solugdes conservadoras, foi 0 método escolhido
pela maioria dos Centros Transplantadores mundiais por ser simples e menos
dispendioso que as outras formas de conservagdo renal (BESARAB et dl,
198716, RIBEIRQ et al, 19947%). Porém, ainda existem controvérsias em torno
da eficiéncia de tais solugdes, chamadas conservadoras, no tocante a
preservacdo adequada, por periodos variados, da integridade do tecido renal.
Assim, ainda permanecem obscuras as causas de eventuais fracassos de
transplantes renais no que se refere a conservagdo do érgdo, embora alguns
mecanismos fisiologicos e moleculares ja tenham sido melhor documentados
¢ relacionados a tais fracassos (deplegdo de estoques celulares de

nucleotideos de adenina; acumulo de metabdlitos, principalmente de fons



hidrogénio; auidlise e liberagdio de enzimas lisc
membranas e de vasculatura e lesdes primdrias de
radicais livres) (BELZER & SOUTHARD, 195010; TAK
GREEN et al, 19863, POMPEU et al, 1993a%9; POM
POMPEU, 1993¢™).

Tomando-se como universo de estu
orgdos destinados ao transplante, a procura de uma s
finalidade amnda ¢ um grande desafio no campo exper
clinica (ACQUATELA et al, 19721, AGUILO et al, 1S
19827, BELZER & SOUTHARD, 1980'%). A inibigdo do
do que o conteudo celular de potassio, parece ser u
importantes do efeito preservador das solugdes que

intracelular, utilizadas no armazenamento a frio (CO!
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wssomais, lesdo de
vido a liberagdo de
[ANO et al, 198589

PEU et al, 1993b70;

do a conservagdo de
olugdo ideal para tal
imental e na pratica
/752 BELZER et dl,
edema celular, mais
m dos fatores mais
mimetizam 0 meio
LINS et al, 1969;

COLLINS et al 19507, DOWNES et al, 197333 SIM(

DES et al, 1984b%7).

Outra forma de se tentar prolongar o periodo de preservagio ¢ a adigdo de

componentes vasodilatadores a solugdo conservadora, como o peptidio

natriurético atrial, efetivo também no aumento do
glomerular (MARUMO et al, 199033).

Assim, uma das maneiras de anal
conservagdo de Orglos destinados ao transplante, visual

pelo nosso Laboratorio, seria o estudo dos efeitos morfo

riimo de filtragdo

ise do processo de
izadas originalmente

logicos das solugdes

conservadoras sobre o rim apos a perfuso e conservagdo do mesmo. Assim,

GUILLAUMON (1991 relatou que o orgao perﬁmdido com a solugdo de

Collins apresentou suas células epiteliais mais es

regeneragdo e melhores indices funcionais

tavels, com pouca

do que quando
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comparadas ao parénquima renal daqueles rins perfundidos com solugdo de
dialise e salina.

No presente estudo, a distribui¢dio de tais solugdes pelo
parénquima renal foi avaliada pela 7écnica de Hanssen modificada pelo
nosso Laboratorio a fim de encontrar ou de s¢ definir a proporgdo de
estruturas alcancgadas pela solugdo conservadora. Tal avaliagdo pode ser de
grande valia pois supde-se que quanto maior for a distribuigdo destas
solugdes pelo parénquima do 6rgdo, um namero maior de estruturas vitais ao
funcionamento deste, apos o reimplante, serdo atingidas permitindo uma
melhor preservagdo global do rim.

Esta técnica, descrita inicialmente por HANSSEN
(1958+), esta baseada no fato de que o ferrocianeto de sodio € considerado
um indicador para demonstra¢do histoquimica da filtragdo glomerular
(BERLINER et al, 195015) e distribuigio do filtrado através da populagéo de
néfrons em condigdes experimentais, comparando-se a quantidade de
ferrocianeto férrico precipitado em cada néfron (HANSSEN, 1958+). Porém,
pela técnica original, um bolus de ferrocianeto de soédio a 10% ¢ mjetado
intravenosamente ou pela aorta, acima do nivel da artéria renal, numa
dosagem de 0,2 ml/100 gramas de peso corporal durante 10-12 segundos,
sendo o pediculo renal ligado e o rim congelado posteriomente. Em nossos
estudos, o rim foi perfundido com ferrocianeto de sodio numa concentragdo
em torno de 1%, ndo marcado radioativamente, ¢ posteriormente tratado

como a técnica original.
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Alguns estudos utilizaram o ferrocianeto de sodio
marcado ou ndo com *C injetando-o continuamente nos animais, por mais de
cinco minutos, nas concentragtes de 0,7 a 0,3 mM (COLLINS et al, 1984a%)
ou 1,0 a 1,5 mM (BESARAB et al, 198417). O ferrocianeto pode funcionar
como indicador da filtragdo glomerular embora sua utilizagdo tenha sido
abandonada nos estudos de Fisiologia Renal, pois os dados referentes a tal
substancia sdo muito heterogéneos, existindo possivel efeito toxico da mesma
sob o rim. Por outro lado, sua utilizagdo tem sido de grande valia para
estudos morfologicos deste orgio.

Para uma methor visualizagio da distribui¢do do Azul da
Prissia pelo parénquima renal, e devido a elevada concentragdo descrita
originalmente, utilizamos uma concentra¢cdo menor do que a descrita por
HANSSEN (1958+). A utilizagdo de uma concentragiio elevada (em torno de
10%) de ferrocianeto de sédio resultou, em nossas condi¢des experimentais -
onde tal solugdo ndo ¢ injetada pela aorta, com chance de se distribuir por
todo o corpo do animal estudado, mas sim diretamente na artéria renal -,
numa coloragio de Azul da Prussia por demais intensa, dificultando a
visualizago final da distribui¢do pelo parénquima renal da solugfo estudada.

A concentracdo de 1% utilizada se mostrou ideal para os nossos objetivos.
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a. Andlise Morfologica

A utilizagio da Solugdo de Krebs-Henseleil modificadu
(CONTROLE), a 10° C ¢ em condigdes de hipoxia, apos perfusdo rapida da
mesma ou conservacio renal por periodos de / hora ¢ 24 horas, resultaram,
morfologicamente, numa distribuigdo heterogénea da mesma pelo
parénqﬁima do orgio (Fotos 34, 44 e 5A). Tal resultado também foi
observado por OISHI (1987¢?), utilizando-se desta mesma técnica porém
perfundindo o tim com solugdo de Krebs-Henseleit com albumina bovina, a
370 C e gaseificagio de 0,/CO, (95/5% respectivamente). Apés 1 hora ¢ 24
horas de conservagdo na solugdo acima mencionada, a 4° C, seguido de
reperfusdo utilizando-se a mesma solugdo, nas condigdes de temperatura ¢
pressdo utilizadas na perfusdo iicial, o padréo de distribuigdo se aproximou
muito daquele observado no grupo onde se analisou tal distribuigdo apos
rapida perfusdo do drgdo. Provavelmente este padrdo se deva a alteragdo da
resisténcia vascular do orgdo pela solugio em questdo. Isto pode ser devido
ao fato de que esta solugdio, acrescida por albumina (plasma artificial), em
baixas temperaturas, é eficiente quanto a distribuigéo pelo parénquima renal
quando utilizada em bomba perfusora e ndo somente perfundida por pressao
hidrostatica. Neste caso, ha necessidade de uma maior pressdo, produzida
pela bomba, juntamente com a pressao oncotica resultante da propria
solugio, para se forgar a entrada do perfusato no parénquima renal,

promovendo a perfusdo adequada do orgdo e evitando as dreas de



Discussdo 05

heterogeneidade observadas na utilizagio de somente pressdo hidrostatica
para perfusio (OISHI, 1957%).

Observando-se os resultados obtidos apés perfusdo com
as solugdes conservadoras (Collins, Euro-Collins e Universidade de
Wisconsin), apos rapida perfusdo, temos um padrdo de distribuigdo mais
homogéneo quando comparado ao grupo de rins perfundidos com a solugiio
de Krebs-Henseleit modificado. Porém, temos que tal padrdo Aomogéneo se
mostrou efetivo entre os trés periodos de conservagdo (imediata, 1 e 24
horas) somente naqueles grupos perfundidos e conservados na solugdo da
Universidade de Wisconsin enquanto as demais solugdes variaram seu
padrio de distribui¢io conforme o tempo de conservagdo hipotérmica. Estes
achados indicam a razdo pela qual tais solugdes que se distribuem de forma
homogénea sdo utilizadas como "flushing solutions”, onde o emprego de
somente a pressdo hidrostatica como forga de perfusdo garante a sua
distribui¢do adequada pelo 6rgdo, além de tais solugbes, por suas proprias
caracteristicas, diminuirem a resisténcia vascular facilitando a sua entrada
pelo parénquima renal (OISHI, 1987¢2),

O padrio de distribuigdo da solugdo obtido no grupo
perfundido com Collins, na auséncia de conservagdo hipotérmica posterior,

mostra-se mais homogéneo ao compararmos com a solugdo CONTROLL,
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porém ndo alcangando os niveis apresentados pelos grupos perfundidos com
Furo-Collins e solu¢do du Universidade de Winsconsin. A analise da
ultraestrutura renal apos a perfusdo com solugdo de Collins mostrou a sua
maior eficiéncia na manutengdo da integridade tecidual renal quando
comparada a morfologia celular resultante da perfusdo com tampéao fosfato de
sodio (ANDREWS & COFFLEY, 1982%). No entanto os dados funcionais deste
trabalho no tibulo € no rim isolado ndo foram melhores que a solugdo de
Euro-Collins. Este achados indicaim que nem sempre a boa forma histologica
significa melhor eficiéncia funcional pois podem mimetizar quadro de
mumificagdo celular (SIMOES et al, 1984a%s; OISHI, 1987%). Apés [ hora
de conservagdo, a coloragdo daqueles rins perfundidos com Collins se
mostrou helerogénea, corando preferencialmente a regido cortical enquanto a
medular penmaneceu sem coloracio. Apos 24 horas de conservagdo, o
padrio de coloragdo se mostra iormogéneo, com algumas regides medulares
¢ todo o cortex corados. Estudos ultraestruturais mostram que a estocagem
por 24 horas na solugdo de Collins resulta em danos consideraveis na
integridade morfologica dos néfromns, incluindo a degeneragdo das células
tubulares, edema extenso, degenerag¢do das células endoteliais e do epitélio
glomerular, com actimulo de debris celulares floculentos no espago capsular
de Bowman (ANDREWS & COFFEY, 19823%). Tais danos estruturais do orgio
podem ser responsaveis pela distribuigdo mais homogénea da solugdo de
Collins, na reperfusdo apds 24 horas de conservagdo bem como do

ferrocianeto férrico
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utilizado como corante, ficando assim a difusdo pelos espagos
parenquimatosos e tubulares mais accessivel do que quando da perfusio
micial. Assin, tal distribuigdo colorimétrica pode ndo indicar que o rim esta
integro € apto ao bom funcionamento poés-transplante mas sim que a
diferenga encontrada apos o periodo de conservagdo ¢ devida a difusdo
desenfreada da solugo pelo 6rgdo com sinais de deterioragio tecidual.
Analisando-se os grupos perfundidos com as solugdo de
Euro-Collins, ap6s perfusfo rapida e conservagdo por / hora, temos um
padrdo de coloragdo homogéneo quando comparado aos grupos de Collins
¢ Krebs-Henseleit. Notamos diferengas de padrio de coloragdo quando
colocamos para a analise o grupo de Furo-Collins perfundido e conservado
por 24 horas, em condigdes de hipotermia (4° C), apresentando esta
lreterogeneidade quanto a distribuigio de corante, ou seja, o cortex corado
em contraponto com a medula sem coloragdo. A perfusdo inicial com a
solugdo de Euro-Collins ¢ mais efetiva na sua distribuigdo, sendo capaz de
ultrapassar a barreira vascular e atingir os espagos parenquimatosos, bem
como ser filtrada e atingir a luz do tabulo. Desta forma, uma quantidade
maior de estruturas estaria preservada durante a estocagem a frio. Quando da
reperfusdo apos / hora de conservagio hipotérmica, esta capacidade de
distribuigéio ainda se mantém. Porém, o0 mesmo nio se observa apos 24 horas
de conservagdo ao notarmos diferengas de padrdo de coloragiio, apresentando

este lheterogeneidade quanto a distribuigio de corante, ou seja, o cortex
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corado e medula sem coloragdo. A vasoconstrigdo resultante desta manobra
de conservacdo pode ser a responsz’we} pela diferenca de distribui¢do da
solugdo pelo parénquima. Isto pode indicar que a reperfusdo apos periodos
prolongados de estocagem pode ser prejudicial ao orgéo.

Por outro lado, aqueles rins perfundidos e conservados
com a solugdo da Universidade de Wisconsin nos diversos periodos de tempo
apresentaram coloragio além de fromogénea, cxtremamente intensa quando
comparada aos demais grupos. Tal fato se deve provavelmente a capacidade
de manuteng¢do da integridade vascular por esta solugdo com caracteristicas
coloidosméticas (hidroxido de amido) e a facilidade deixada por esta solugdo
na penetragdo do ferrocianeto de sddio para as regides do parénquima, ndo
normalmente atingidas pelas demais solugdes. Dados provenientes de
estudos com a técnica de Microfil para analise morfologica da
microvasculatura renal demonstraram que rins conservados na solugdo de
UW por 72 horas apresentaram o sistema vascular tanto cortical como
medular totalmente intacto, enquanto a preservagdo por este mesmo periodo
de tempo na solugio de Euro-Collins mostrou mudangas obstrutivas e
necréticas da microvasculatura e deteriora¢do da hemodinamica renal (UEDA

et al, 19897},
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Devido as caracteristicas quimicas desta solucdo, como a
riqueza de componentes osmoticamente ativos, observamos em nossas
condigbes experimentais um elevado coeficiente de difusdo da solugdo de
UW pelas diversas regides do parénquima renal. Entende-se aqui por
"coeficiente de difusdo”, o qual ndo foi ainda calculado matematicamente, a
capacidade de determinada solugdo em ultrapassar as barreiras vasculares ¢
atingir uma maior populacio de elementos celulares tanto daqueles
componentes dos tabulos renais quanto das células do parénquima. Este
pardmetro, juntamente com a auséncia de uma possivel toxicidade do
ferrocianeto férrico, refleticam igualmente em todos os rins dos diferentes
grupos. Em se tratando das solugdes eletroliticas, este coeficiente estaria
diminuido em relagdo a solugdo de UW, pois esta possul componentes
coloidosmoticos importantes, dificultando a saida dos mesmos pelo sistema
vascular renal, o que poderia levar a manutengio da sua capacidade
conservadora.

A distribuigdo de ferrocianeto férrico ou Azul da Priissia
pelo parénquima renal, responsavel pela coloragio observada no manuseio
desta técnica, obtida nos grupos perfundidos com Euro-Collins ¢ Solugdo da
Universidade de Wisconsin nos leva a considerar relevante tal distribuigio
homogénea quando analisamos o relativo sucesso da utilizagdo das mesmas
no transplante clinico. Tais resultados podem indicar que a distribuicdo de
uma solucio uniformemente pelo parénquima renal é um requisito importante
para que a mesma possa exibir caracteristicas conservadoras (OISHI, 195762),
atingindo uma mator populagdo de néfrons e garantindo o funcionamento

adequado do 6rgdo apos o reimplante.
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Outro aspecto importante para andlise scria a diferenga de
tempo de conservagio apos perfusio a 80 mmHg, a frio, por zero, I hora e
24 horas (em banho frio envolto em gélo, a aproximadamente 4°C). Nestas
condigbes ndo se observam diferengas de coloragdo do parénquima entre os
grupos correlatos de Krebs-Henseleit (0, 1 e 24 horas), Collins (0 ¢ 1 hora),
FEuro-Collins (0 e 1 hora) e Universidade de Wisconsin (0, 1 e 24 horas)
enquanto diferencas foram observadas ao se analisar os grupos de Collins
(24 horas) e Luro-Collins (24 horas) em comparagdo aos demais grupos
perfundidos com estas mesmas solugdes. Este fato nos leva a acreditar que
quando periodo de tempo de conservagdo for curto (/ hora), este ndo ¢é
suficiente para alterar o padrao de distribuigdo da solugdo pelo parénquima
renal mas, dependendo da solugdo utilizada, o aumento do tempo de
conservagdo levara a diferengas neste padrdo de coloragdo, como foi
observado nos grupos de Collins ¢ Euro-Collins (24 horas).

Quando observamos o padrio homogéneo de distribui¢do, dentre os
grupos perfundidos com as solu¢des de Collins, Euro-Collins e solugdo da
Universidade de Wisconsin, temos que este ultimo apresenta uma coloragdo
extremamente intensa mesmo apds submetido a condigdes de hipotermia por
1 hora e 24 horas . A solugéo da Universidade de Wisconsin utilizada nesta
analise, quando enfocado este aspecto, pode ser considerada a solugio atual
que melhor se distribui pelo parénquima renal, nas nossas condigdes

experimentais, podendo assim atingir as estruturas do 6rgdo como um todo,
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resultando numa conservagdo mais efetiva. Esta propriedade certamente tem
como aliada a riqueza de componentes existente na formulagdo da solugdo
da Universidade de Wisconsin, composi¢iio esta que deve ser a responsavel
pela obtengdo de rins em melhores condigdes funcionais apés o reimplante,
com tem sido relatado na literatura (BELZER & SOUTHARD, 19882
MARSHAL et al, 1991b52; MEL et al, 1990%;, MOUKARZEL et al, 1990°%;
PLOEG et al, 1988¢7; PLOEG, 1990s; RIBEIRO et al, 19947, SCHLUMPF et
al, 199181, BAATARD et al, 1993%).Esta solugdo apresenta dentre os seus
componentes, o hidroxido de amido (HES) com a finalidade de aumentar a
pressdo osmotica intravascular bem como o lactobionato de potdssio ¢ a
rafinose também como agentes osmoéticos os quais nido sdo difusiveis e
raramente metabolizados. Contém, também, captadores de radicais de
oxigénio como a glutationa e o alopurinol como inibidor da xantino oxidase.
O tamponamento nesta solugdo é feito por radicais fosfato e ndo carbonato.
Foi também adicionado a esta solugdo a adenosina, um estimulante da
produgdo de ATP provendo energia ao orgdo logo apds a revascularizagio
sendo este um dos principais componentes que aumentam o custo desta
solugio (BAATARD et al, 19935). Desta forma, alguns autores tem se
preocupado em selecionar dentre estes componentes aqueles que sdo
perfeitamente substituiveis por outros mais accessiveis como ¢ o caso da
substituicdo do HES por dextran (SCHLUMPF et al, 1991%7) ou mesmo
excluindo componentes com o proprio HES , a adenosina e o alopurinol
(BAATARD et al, 1993).
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Estes dados morfologicos indicam que existem fatores
quimicos na composi¢io destas solugdes que influem decididamente na sua
distribuigio pelo parénquima renal. Certamente, outros fatores devem estar
implicados no sucesso dessa conservagio ¢ devem ser investigados a fim de
garantir a sobrevida do enxerto e funcionamento efetivo do orgio pods-

reimplante, elevando os indices de sucesso do transplante renal.

b. Andlise Funcional

Complementando a analise morfolégica demonstrada
anteriormente, observou-se de forma original na literatura alguns aspectos
sobre as condi¢des em que ocorre a perfusio (fluxo de perfusdo, volume de
perfusato, % vrins filtrantes tempo de perfusdo) relevantes a conservagdo
efetiva do Orgdo destinado ao transplante.

O fluxo de perfusdo observado nos grupos onde se
utilizou a solugio da Universidade de Wisconsin foi maior ¢ diferente
daquele observado nos demais grupos experimentais ¢ igual ao controle,
apresentando resultados semelhantes a literatura (0,5-1,25 ml/min)
(BIGUZAS et al, 1990:%). Tal resultado demonstra que esta solugdo, sendo
mais eficaz quanto a distribuigdo pelo parénquima renal, também se mostra
mais efetiva na perfusdo renal por unidade de tempo, permitindo uma melhor
lavagem do orgdo durante a preparagio do mesmo para o transplante. Por

outro lado as solugdes eletroliticas (Collins e  Euro-Collins)
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apresentaram indices estatisticamente iguais entre si no tocante ao fluxo de
perfusdo e diferentes do grupo controle e¢ Universidade de Wisconsin.
Sabendo-se da elevada eficiéneia no que tange a conservagdo renal para o
transplante bem como a complexidade da solugdo da Universidade de
Wisconsinn, o fluxo elevado da mesma durante a perfusdo por gravidade
aliado a complexidade desta solugdo deve ser um pardmetro importante na
manutengao da viabilidade funcional do 6rgdo em questdo. Assim, o elevado
fluxo pelo 6rgdo bem como o elevado coeficiente de difusdo ja observado nas
analises morfologicas dos rins perfundidos com a solugdo da Universidade
de Wisconsin permitem-nos concluir que esta solugdo ¢ a mais eficiente no
que se diz respeito a conservagdo renal dentre aquelas aqui estudadas
(Tabelas I e 2 e Figuras 6e 7).

Por outro lado, houve diferenca no tempo necessario para
a efetiva lavagem do orgio dentre a solugdo de Euro-Collins ¢ as demais
utilizadas neste estudo (Tabela 1 e 2). Tal fato ressalta as caracteristicas
inerentes de cada solugdo tornando-as mais ou menos capazes de
perfundirem e lavarem todo o leito vascular renal com maior rapidez. Assim,
mesmo se utilizando de um periodo maior para a perfusio adequada, a
solugdo de Collins apresentou um fluxo de perfus@o mais baixo daquele
observado pelas solugbes de Krebs-Henseleit e Universidade de Wisconsin,
com consequente utilizagdo de volumes menores para tal perfusio (Tabelas 1
e2eFiguras 2, 3,4e5).
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Ao observarmos a percentagem de rins que produziram
filtrado durante a perfusdo por gravidade (rins filtrantes), os grupos Controle,
Collins e Euro-Collins foram aqueles que apresentaram grandes valores
percentuais enquanto somente 8% dos rins perfundidos com a solugio da
Universidade de Wisconsin produziram filtrado (Tabelas 1 e 3 e Figura 8).

Existem evidéncias experimentais de nosso Laboratério
que a conservagdo tubular renal pelo lado luminal ¢ deletéria para a célula do
tibulo proximal e da pars recta ¢ que o melhor local para a atuagio da
solugdo conservadora seria o lado peritubular compreendendo a via
sanguinea, o intersticio ¢ a membrana basal (FIGUEIREDQ et al, 1986%;
SILVA et al, 1993%5; SILVA et al, 1992%) Assim, observando-se o fluxo de
perfusdo bem como o baixo indice de filtragdo da solugdo da Universidade
de Wisconsin, esta solugdo possui pouca probabilidade de atingir o epitélio
tubular, ndo acarretando efeitos deletérios do lado luminal das células
tubulares, caso esta atingisse tal epitélio (Tabelas 1 e 3 e Figuras 6, 7 ¢ 8).
Deste modo, a preservagdo da integridade renal se torna mais efetiva
garantindo ao érgdo conservado nesta solugdo maiores indices de sucesso
quando do reimplante ¢ do periodo pos operatério.

A perfusdo apoés o periodo de conservagdo hipoténmica
afeta inicialmente as células adjacentes a circulagio como as células
endoteliais e, secundariamente, o parénquima renal. Solugdes especialmente

formuladas para a reperfusdo (solugdo de lavagem terminal
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como a solugdo de Carolina) contém uma variedade de agentes designados a
fornecer metabolitos as células, controlar a entrada de calcio, € prevenir a
oxidagdo (COLLINS & WICOMB, 19920). PARROTT et al. observaram que
a reperfusfio com a solugdo de Collins apos estocagem hipotérmica de rins de
cadaver reduziu significativamente os niveis de NTA (199059,
Os fluxos de perfusio entre | ¢ 24 horas foram iguais nas
diferentes solugdes utilizadas neste estudo. Porém, quando analisamos o
fluxo de perfusdo imediata (0 horas) e reperfusio (1 ¢ 24 horas), a solugio de
Krebs-Henseleit tem seus valores iguais estatisticamente, o mesmo
ocorrendo com a solugdo de Collins. Assim, ndo ha diferenga na perfusio do
Orgdo tanto na perfusdo imediata quanto apds os diferentes periodos de
conservacdo. A andlise destes pardmetros das solugbes de Euro-Collins e
Universidade de Wisconsin mostram diferengas entre a perfusfo inicial e a
perfusdo apoOs 1 e 24 horas, sendo os fluxos de perfusdo maiores quando
comparados a perfusdo imediata. Assim, apds o periodo de conservagdo, £C
e UW sdo capazes de penetrar com maior facilidade pelo parénquima renal

do que quando o fizeram inicialmente (Tabelas 1, 4 ¢ 5 e Figuras 9 e 10).
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Apos I hora de conservagdo, o fluxo de perfusido da
solugdo da Universidade de Wisconsin foi diferente as demais solugdes.
Quando da andlise do fluxo de perfusio apos 24 horas de conservagio
apenas a solugdo de Luro-Collins foi diferente ¢ maior que as demais
solugdes perfundidas apos este periodo de conservagdo (Tabelas 1, 4 ¢ 5 ¢
Figuras 9 e 10).

Acreditamos que esta técnica modificada em nosso
Laboratério podena ser utilizada para medir, experimentalmente, a
distribuicdo e a eficiéncia de conservagdo de solugdes destinadas ao
transplante. Certamente tal técnica poderia ser também modificada
adicionando-se outros marcadores capazes de medir com maior precisio os
diversos fatores implicados no sucesso da conservagdo e, desta forma,
garantindo um melhor funcionamento do érgio e sobrevida do mesmo ap6s o

reimplante.

C]
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SUMARIO E CONCLUSOES

Este trabalho se propds a avaliar os aspectos
morfologicos ¢ funcionais da preservagdo renal utilizando-se diferentes
solugdes de perfusdo (Krebs-Henseleit modificada, Collins, Euro-Collins e
Universidade de Wisconsin), a 10° C, em sistema de perfusdo por gravidade,
a 120 cm de altura o que corresponde a uma pressao de escoamento em torno
de 80 mmllg, analisados imediatamente ou apds 1 ou 24 horas de
conservagio.

A analise morfologica da distribuicdo destas solugdes no
parénquuna foi feita pela utilizagdo da récnica de Hanssen modificada em
nosso laboratorio, analisadas a partir dos padrées de coloragdo desta técnica,
enquanto os aspectos funcionais a frio pela diferenga de tempo de perfusdo,
volume de liquido perfundido e a razio destes resultando no fluxo de
perfuséo.

Diante dos dados obtidos, concluiu-se que:

- A solugdo da Universidade de Wisconsin (UW), quando utilizada
como "flushing solution”, imediatamente apos a perfusdo ou apés 1 e 24
horas de conservagdo hipotérmica, foi a que melhor se distribuin pelo
parénquima, resultando num padrdo de coloragéio extremamente intenso, nio
observado nos demais grupos. Esta distribui¢do podera ser uma das razdes
pelas quais os dados funcionais apontam esta solugio como a mais eficiente
na conservagdo do orgdo. Deste modo, UW se mostrou mais apta a atingir

uma  maior populagio de néfrons e consequentemente
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capaz de conservar um maior numero de estruturas renais, 0 que garantiria
um melhor funcionamento global do orgdo diante do reimplante.

- Pelos estudos morfologicos através da técnica utilizada, houve uma
certa graduagdo na distribuig¢do do ferrocianeto férrico pelo parénquima
renal. Em ordem decrescente, teinos: UW>EC>Co>KH, permanecendo este
padrio com variagdes minimas, nos diferentes periodos de conservagdo. As
solugdes de UW ¢ EC demonstraram ser mais eficientes quanto a distribuigio
pelo parénquima renal, podendo ser este padrio de distribuigdo responsavel
pelo relativo sucesso de ambas na conservagio renal.

- Naqueles rins perfundidos com as solugdes de Co, EC ¢ KH houve
filtragdo em mais de 40% dos casos durante o processo de perfusio por
gravidade, enquanto quando do uso de UW obteve-se tal filtrado somente em
8% dos casos (2/25). Estes dados reforcam a possibilidade de que o contato
de tais solugdes preservadoras com a porgdo luminal das células tubulares
resultam em efeitos deletérios a tais células, prejudicando assim o processo
de conservag¢do. No caso de UW, o sucesso de seu uso como solugio
conservadora poderia estar ligado ao fato de que esta solugdo dificilmente
atinge o lamem tubular, retardando os efeitos deletérios tubulares ¢ perda da
fungdo global do rim.

- O fluxo de perfusdo imediata foi maior quando utilizou-se a solugdo
de UW na perfusdo renal por gravidade, sendo a lavagem do orgio realizada

em periodo menor de tempo utilizando-se maior volume
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de solug@o. Esta solugdo se mostrou mais efetiva na perfusio do 6rgdo para a
conservacgdo posterior, garantindo com maior rapidez o resfriamento das
estruturas renais, o qual ¢ necessario para a melhor conservagdo global do

rim.

- Perfundindo-se os rins ap6s 1 e 24 horas de conservagido
hipotérmica, o fluxo observado em ambos os casos € comparados com o
fluxo imediato de perfusio, foram estatisticamente iguais dentro dos grupos

experimentais.

- A solugdo de UW ¢ a que melhor se distribui pelo parénquima renal
durante a perfusdo micial ¢ analise imediata e também durante a perfusio

apés conservagdo por 1 e 24 horas.



RESUMO




Resumo 80

RESUMO

ANALISE DE ASPECTOS MORFOLOGICOS ATRAVES DA TECNICA DE HANSSEN
MODIFICADA E AVALIACAOQ DE FLUXOS DE PERFUSAQ DURANTE A CONSERVACAQ
RENAL COM DIFERENTES SOLUCOES DE PERFUSAQ: ESTUDO EXPERIMENTAL EM
RATOS.

Neste trabalho, avaliamos a distribuigdo das solugdes
conservadoras utilizando a técnica de coloragdo de Hanssen modificada em
nosso Laboratéorio, no rim de rato perfundido por uma pressdo
correspondente a 120 cm de agua, aproximadamente 80 mmHg. Esta técnica
esta baseada em dados que demonstram que o ferrocianeto de sodio pode ser
filtrado e se distribui de forma uniforme no parénquima renal pelas vias
tubular, venosa e intersticial. A visualizagdo deste ferrocianeto de sodio
injetado esta baseada na sua propriedade quimica de que em meio acido se
transforma em ferrocianeto férrico (azul da Prissia) Neste protocolo
utilizamos as seguintes solugdes para infusdo: Krebs-Henseleit modificada
(KH - Controle), Collins (Co), Euro-Collins (EC) e Universidade de
Wisconsin (UW), analisando a sua distribuicdo apos perfusdo a 100 C com
estas solugOes e conservagio do orgido por periodos de 0, 1 e 24 horas, em
banho de gélo (aproximadamente 49C) . Os nossos resultados morfologicos,
avaliados pela coloragdo, indicam que a solugdo de KH se distribui
heterogeneamente quando comparadas as demais solugdes, apds os trés
periodos de conservagdo, enquanto as solugdes de Co,EC ¢ UW se
distribuiram com maior eficdcia pelo parénquima renal. Dentre estas (ltimas,

observamos que a solugdo de Co se distribuiu com heterogeneidade maior
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apos os trés periodos de conservagdo, ficando este fato mais evidente na
conservagdo por I hora. EC e UW se distribuiram homogeneamente em
relagdo a Co ¢ KH apbs 0 e I hora, enquanto apos 24 horas, EC apresentou
distribuicdo semelhante 4 de Co. Dentre as solugdes utilizadas, UW, apés os
trés periodos de conservagdo, foi a solugdo que melhor se distribuiu pelo
parénquima renal. Este achado nos permite inferir que as solugdes de EC e
UW sdo capazes de atingir uma maior populagdo de néfrons os quais
poderiam ser melhor conservados.

Um outro aspecto estudado foi o fluxo de perfusdo pelo lado
sanguineo (Artéria-Veia) e a percentagem de rins que apresentaram filtrado
passivel de coleta durante a perfusio, nos rins de rato perfundidos com as
solugdes previamente utilizadas na andlise morfolégica, nas mesmas
condigdes experimentais de temperatura e pressdo ja citadas acima, bem
COmo NOs mesmos grupos experimentais (0,7 ¢ 24 horas de conservagdo).
Os nossos resultados nos permitem concluir que UW parece ser a solugdo
que mais se configura a conservagdo ideal do rim para o transplante pois nas
nossas condigdes experimentais apresentou fluxo de perfusdo-0Oh diferente e
maior que os demais grupos experimentais sendo maior que todos na
primeira hora ¢ apenas menor que Z~C na reperfusdo apos 24 h, porém com
um indice de apenas 8% de filtragdo na perfusio inicial. Desta forma, nestes
periodos de conservagdo e reperfusdo subsequente, seria uma solugdo com
pouca probabilidade de atingir o epitélio tubular, o que poderia acarretar
efeitos deletérios do lado luminal destas células tubulares (Figueiredo et al,

Transplaniation, 1986).Tal técnica original pode se constituir numa forma de
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avaliacdo da efetividade da solug@o conservadora, o que refletiria de certo
modo numa melhor fungdo global do rim pés-reimplante. Assim, este tipo de
avaliagio morfologica e funcional, embora ndo ideal, poderd abrr
perspectivas na experimentagdo de novas solugdes de conservagdo acopladas
com outras técnicas, para analise da distribuigfo e atuagdo das mesmas na
manutengdo da viabilidade do O&rgdo durante o transplante clinico ou

experimental.

FINANCIAMENTO: CAPES-CNPg
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SUMMARY

This work was designed to check the distribution of
several preservation solutions using the Hanssen's technique modified by our
Laboratory. After perfusing the rat kidney with a correspondent pressure of
120 cm of water, about 80 mmHg, with several preservation solutions, it was
followed by perfusing with sodium ferrocyanide which can be filtered and
distributed uniformly over the kidney parenchima by the tubular, venous and
interstitial ways. The sodium ferrocyanide has a chefnistry property of been
transformed in ferric ferrocyanide (Prussian blue) when exposed to acid
medium (ferric chloride) and stained the kidney parenchima. This maneuver
permits to see the distribution of the solution. In this protocol, the following
solutions used were: Modified Krebs-Henseleit (KH), Collins (Co), Euro-
Collins (EC) and University of Wisconsin (UW), and the distribution was
analysed after their perfusion at 10° C, and conservation periods of 0, 1 and
24 hours 1n ice bath (nearly 4¢ C). Our morphological results, analysed by
the colour pictures, indicates that the KA solution distributes heterogeneously
when compared to the other groups, after all conservation periods, while the
Co, EC and UW solutions distributes more efficiently by the kidney
parenchima. From those solutions, the Co distributes heterogeneously after
the conservations periods. FC and UW distributes homogeneously compared
to Co and KH afier 0 and 1 hour, while after 24 hours EC presented
distribution similar to Co. Considering the used solutions, UW, after all

conservation periods, was the best solution that distributes by the kidney
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parenchima. This results pointed out that £C and UW were able to gamn a
high number of nephron's unit that could get best performance.

Another aspect that was studied was the perfusion flux by
the blood side (arterial-venous) and the percentage of kidney able to filter
during the perfusion. For this purpose, the kidney were perfused with the
preservations solutions used for morphological analyses, at the same
condition of temperature and pressure, and at the same groups (0, 1 and 24
hour of conservation periods). Our results led us to conclude that UW is
more effective to preserve the kidney to transplantation because it presented
a different and higher perfusion flux-Oh compared to the other experimental
groups and it was higher at the 1 hour and lower than £C only after 24 hours
of preservation. By the other hand, Ul presented the lowest index of
filtration at the beginning perfusion (8%). Therefore, UW could be a solution
with a little probability of gaining the tubular epithelium layer, fact that
would result in deleterious effects at the luminal side of this tubular cells
(Figueiredo et al, 1986). This original technique can be valuable tool to study
effectiveness of preservation solutions, which would works to get better
kidney function post reimplant. This kind of morphological and physiological
approach is not ideal but could open perspectives to check new preservation
solutions and could be associated to the other techniques to analyse their
distribution and action for the best maintenance of organ viability during the

clinical or experimental transplant.

FINANCIAL SUPPORT: CAPES - CNPq
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