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Pagina 27, tabela "Composigao das Solugdes Conservadoras"
Onde se lé: pH das Solucao da Universidade de Wisconsin = 7,0

Leia~ge: 7,4

Pagina 58, linha 2
Onde se lé: ...nenhum dos valores encontrados difere
Leia-se: ...nenhum dos valores, exceto agueles encontrados noc grupo con

servado em Buro-Collins durante 24 horas, difere

Pagina 61, figura 12
0 valor da Pdw no periodo AVP do grupo controle foi de 209,1 e nao de

148, como estad no grafico. A figura correta é a que segue:

Pdw{10-56 cm/seg)

< gm |

AVP
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INTRODUGCAO

Ter a capacidade de esgtocar Srgiiog inteiros % uma velha
ambi¢Zo do homem. Nog Ultimos anos, com o crescimento da pratica do
transplante de ¢rgios no tratamento do estigio +terminal de doengas
renais, a realizacZo dessa ambigio se tornou imperativa. No campo dos
transplantes de ¢rgfos, ¢, certamente, o transplante renal que tem
alcangado o maior sucesso.

Um dos principais obstiaculos no sucesso do raimplante renal
¢ a obtengio de Srgios viaveis e que sejam compativeis
imunologicamente com o receptor. Com o advento do transplante renal
de cadiver e a troca de 6rgios entre o8 c¢entros transplantadores,
métodos relativamente efetivoe de conservagdo € transporte de rins
tém gido estabelecidos, embora de forma controversa. Assim, um rim de
cadiver, antes de ser reimplantado, passa por uma fase intermediédria
de conservasdo a frio. Em geral, a conservasZo remal a longo prazo
proporciona tempo para uma boa preparag3o do receptor e da equipe
cirurgica, além da execug3o dos testes de histocompatibilidade e
interciambio regional do 4rgdo.

Atualmente, existem dois métodos de conservagdo renal. A
escolha do melhor método ¢ controversa, uma vez gque cada um difere

tecnicamente do outro (CLARK et al., 1973; ROTH et al.,1974)y. Unm



deles consiste na perfus3io continua do rim com um rerfusato
somelhante ao plasma (BELZER et al., 1967). A perfusio ¢ feita por
uma bomba pulsatil e o perfusato & hipotérmico e contém
crioprecipitados protéicos sem atividade 1antigénica. Esse método
demostrou bons resultados com rins conservados por longos preriodos de
tempo (até¢ 72 horas) (BELZER et al., 1967). Todavia essa técnica
exige uma aparelhagen bastante complexa, além de pessocal
especializado no seu manuseio, o que a torna mais complicada e
dispendiosa (MARSHALL, 1880}. Agsim, COLLINS e col (1969)
introduziram um segundo método no qual o &rgdo, apds uma rapida
perfusfo, ¢ armazenado a frio em solug®es idnicas com propriedades
congervadoras. Ksse método tem sido preferido pela maioria dos
centros transplantadores, devido ao seu baixo custo e 4 facilidade de
confec¢io das solu¢Bes conservadoras (MARSHALL, 1980). Além disso,
essa técnica forneceu resultados t3io bons quanto aqueles obtidos com
a perfusio continua (COLLINS & HALASZ, 1975: AGUILO et al., 1975;
ROSS et al., 1976; OPELZ & TERASAKI, 1976). Mas, qualguer que seja o
método usado para a conservagZo, o critério de sucesso no transplante
¢ o funcionamento do rim imediatamente apés o reimplante, com ag
estruturas renals bem conservadas.

O rim ¢ um orgdo de alto consumo de oxigénio pois ¢
altamente vascularizado e possui um grande numero de bombas
{ATPases)}, o que +torna dificil sua conservagioc a temperatura
corporal. Porém, em baixas temperaturas, a atividade glomerular e das
bombas e, conseqiientemente, o consumo de oxigénio diminui (MARTIN et
al., 1972; ACQUATELLA et al., 1872) bastante.

Porém, a hipotermia pode causar efeitos deletérios sobre as
c¢lulas renais. Geralmente, o rim armazenado a frio, além de estar em

estado de hipotermia, também se encontra em hipdxia. Negsas



condicBes, nio had oxigénio e, portanto, pZo ha produgio de ligagtes
fosfato de alta energia. Isto significa que todas as  bombas
éependentes de fosfato (ATP-ases) devem estar inibidag ou com taxa
reduzida de fungZo, com a subsequente alteracso (despolarizag¥o) do
potencial de membrana. Além disso, a prépria hipotermia leva a uma
diminuic¥o na atividade das bombas Ra-K-ATPase e Ca-ATPase. Isto pode
resultar num aumento intracelular de sédio, seguido da Agua, cédlclo e
cloreto e num aumento do efluxo de potissio e magnéeio. Como
conaeguéncia, 3 cflula perde sua capacidade de regular meu volume a
comeca a inchar. (JOHNSON, 1872; ACQUATELLA et al., 1972; COFFEY &
ANDREWS, 1983; BELZER & SOUTHARD, 1986; PIRIE & POTTS, 1986)

A isquemia, freqiente na hipotermia, estimula a glicolise @
a glicogenélise para a produc3o de energia. Essa via, menos efetiva
que a via aerdbica, aumenta a produsdo de acido latico, com
subseqiiente aumento na concentracio de fons hidrogénio. A acidose do
tecido pode prejudicar as células e induzir -3 instabilidade
ligossomal, por ativar enzimas lisossomais. Além disso, sob condigDes
de acidose metabdlica, os tubulos renais produzem am®nia, a qual #é
livremente difusivel através da membrana celular e, em altos niveis,
tem efeito téxico direto sobre o rim (JAMART & LAMBOTTE, 1982). Outra
consegiiencia da isquemia é que a hipéxia decorrente leva a um acumulo
excessivo de ions cdlcio no interior celular, o que pode induzir a
alterac®es nas propriedades mitocondriais. Em condi¢Tes fisioldgicar
de oxigénio, o contetdo de cdleio mitocondrial ¢  mantido on
equilibrio, porque a taxa de influxo celular passivo de calcio ¢
igual a taxa de extrus3o, provavelmente através da Ca-ATPase. Esse
balanco ¢ mantido mesmo durante uma pequena hipéxia. Severa hipéxia,
no entanto, parece desordenar esse balanso muito provavelmente devido

A limitada capacidade de a mitocendria produzir ATP sob essas



condicBSes (TAKANO et al., 1985). Além dimso, sabe-se gque a isquemia
tecidual seguida por reperfusio com sangue oxigenado, ocorre em um
grande nimerc de situasBes clinicas, inclusive no transplante de
érgfos. Tal reoxigenag3o poderia causar um stress oxidante, o© qual
contribuiria para a les%o do tecido, por exercer um eafeito téxico
gsobre proteinas, 4cidos nucléicos, lipideos e outros conatituintes
celulares (McCOY et al., 1988).

Considerando-se todos esses fatores, foram desenvolvidas
varias solucBes conservadoras de composigio ifnica, imitando o meio
intracelular, ao invés de se assemelharem ao meio extracelular. A
raz¥o original para se usar uma solug¥o do tipo “intracelular” foi a
supogi¢Zo de que ela poderia minimizar a troca de ions atravésg das
membranas celulares e, assim, desacelerar o processo do aumento de
volume celular decorrente da conservagZo hipotérmica. Desga forma,
COLLINS e col (1969, 1984:) aumentaram o tempo de conservacZio de 12
para 30 horas, utilizando um fluido rico em potassio e magnésio, e
pobre em sé¢dio, além de utilizar glicose como soluto osmoticamente
ativo, na tentativa de inibir o aumento do volume celular. Para
reduzir a acidose intracelular, a solucZo possulia &nions fosfato e
bicarbonato, os quais funcionariam como tampTes.

A partir dai, conservando os principios bésidos da solusdo
de Collins, ACQUATELLA e col (1972) conseguiram uma reduciio maior no
processo de aumento do volume celular, usando um fluido sem magnésio,
cloreto e fosfato e com concentras®es aumentadas de glicose e
potésio. SACKS e PETRITSCH (1973) substituiram glicose por manitol,
alegando que esse soluto ¢ um potente agente osm&tico, permanece no
espaco extracelular, n3o ¢ metabolizado e possui pouco efeito téxlco
para o rim. Além disso, substuiram o anion sulfato por fosfato e

demonstraram sucesso na oonservacsse de rins de cSes por T2 horas.



Embora o transplante renal tenha se tornado uma rotina

clinica, a procura por perfusatos de composig3o apropriada e por

téenicas ideais de conservag3o ainda continua, como ¢ demonstrado

pelo grande numero de experimentos realizados nas ultimas décadas

(ACQUATELLA et al., 1972; SACKS & PETRITSCH, 1973; DOWNES et al.,
1973; ROTH et al., 1974; AGUDILO et al., 1975; ROSS et al., 1876;
OPELZ & TERASARI, 1976; HALASZ & COLLIKNS, 1976; DAHLAGER & BILDE,
1976; PEGG, 1977; TOLEDO-PEREYRA & CONDIE, 1978; JABLONSKLI et al.,
1980: DREIKORN et al., 1980; BELZER et al., 1982; BENNETT et al.,
1982; HOFFMANN et al., 1983; SEGAL & GUTTMAN, 1983; BESARAB et al.,
1984; COLLINS et al., 1984a; COLLINS et al., 1984v; BRY et al.,

1984; BELZER & SOUTHARD, 1988; LODGE et al., 1991). Os resultados

experimentais e climnicos obtidos com os varios perfusatos de

diferentes composisBes (hiperosmolar - intracelular, hiperosmolar -~

extracelular, com ou sem aditivos de magnéaio, colé¢idesa, procraina,

fenoxibenzamina @ heparina) afo contraditérios @ measmo

inconsigtentes, o que torna ainda mais complicado decidlir-se qual

das soluc¢Bes seria a melhor.

A questio do magnésic parece ser, dentre todas, a mais
controversa. 0 wvalor do sulfato de magnésio na composisZo das
solucBen conservadoras ainda permanece muito discutido. Enquanto
muitos pesquisadores defendem a nogdo de que o magnésio ¢ um
componente indispenséavel, outros tém questionado seu valor e outros,
ainda, tém condenado sua inclus3o nos fluidos de conservagZo. Os

argumentos tedricos para sua presenca incluem sua ac3o potencial como
iﬁibidor metab&élico, vasodilatador e preservador da concentrasio
intracelular de potadssio, bem como sua habilidade de inibir o efeito
Sabe-se

da rigidez da membrana, causada pelo calcio ligado 2 mesma.

bem que o magnésio ¢ parte integrante de muitos sistemas enzimaticos
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intracelulares. Certas ATPases, em particular, s%o dependentes do
magneésio e o préprio ATP atua como um gquelante de magnésio. Além
disso, o magnésio tem sido considerado um preservador do potencial
tranamenbrana.  Bugeriu-se, inclumive, que o efeito protetor do
sulfato de magnésio nas solus®es do tipo “intracelular” deve residir
na relativa impermeabilidade dos ifions sulfato e magnésio 4as -células
tubulares do rim; portanto, como sacarose ou glicose, eles inlbiriam
o aumento de volume celular. Demonstrou-se, também, que a
administra¢®o de ATP combinado com cloreto de magnésio restaura os
niveis de ATP teciduais apds a isquemia (SACKS et al., 1978; SIEGEL
et al., 1980; SCHWEIZER & SUTPHIN, 1982; COLLINS et al., 1984.).

A despeito das muitas virtudes teéricas do magnésio, o
comportamento fisico dessa substdncia nas solug®es intracelulares a
frio tem sido uma constante fonte de frustasZo, devido & formag¢&o de
cristais de fosfato de magnésio. A gquantidade de precipitado parece
ser propofcional a concentragio de ions magnésio (SACRKS et. al.,
1978; COLLINS et al., 1984.). Esses  cristais de magnésio
precipitados poderiam levar A4 lesio da membrana celular durante a
conservasdo. Além disso, sucessgos na conservacio de rins com solusBes
sem magnésio mostraram que a presensa desse Iion nZo ¢ necesgaria
(SACKS et al., 1978; DREIKORN et al., 1980; JAMART & LAMBOTTE,
1983; SHWEIZER & SUTPHIN, 1982).

Asgim, devido ao risco de formas%o de precipitado e & falta
de convicg3o quanto ao valor do fon magnésio, decidiu-se, em 1976,
pelo uso de épenas uma solugio na maioria dos centros
transplantadores europeus (DREIKORN et al_, 1980). Tal solugio,
denominada Euro-Colling, ¢ uma variante da solugZo de Collins, na
qual o sulfato de magnésio foi substituido por uma quantidade

equivalente de glicose (COLLINS et al., 1984a«). Estudos com essa



solucdo demonstraram que a mesma poderia conservar rins de cles de 72
a 96 horas e rins humanos por mais de 50 horas, com taxas de necrose
tubular aguda inferiores a 20% (COLLINS et al., 1984a).

Logo que o rim ¢ removido do sistema circulatério, a
homeostase metabélica do 4rg&o ¢ interrompida. Entretanto, o mesmo
continua a realizar varios processos metabdlicos, devido &4 sua alta
atividade ATPasica. A idéia de suprimir toda a atividade metabdlica
pelo abaixamento da temperatura do rim parece, teoricamente, uma
maneira possivel de prevenir-se mudansas progressivas na organizag3o
estrutural e funcional desse ¢rgio. Porém, +trabalhos anteriores
mogtraram que a hipotermia ndo pidra o metabolismo, apenas retarda as
taxas de reacBes enzimiticas e a morte celular (BURG e ORLOFF, 1964;
BELZER & SOUTHARD, 1980; BELZER & SOUTHARD, 1988).

Dentre os eventos patolégicos relacionados com a
-conservacdo hipotérmica, incluem-se a deplecZo de estoques celulares
de nucleotideos de adenosina, o acimulo de metabdlitos, a autélise
por liberagdo de enzimas lisossomais, a prejulzo as membranas
celulares com perda dos fosfolipides contituintes e a les3o vascular
que resulta em edema, perda de protelnas e vazamento de cé¢lulas
sanglineas para o compartimento extravascular (BELZER & SOUTHARD,

1980; TAKANO et al., 1985; GREEN et al., 1986).

0 acimulo de metabsélitos téxicos ¢ um problema potencial na
conserva¢Bo a longo prazo. Além dos fons H, a formas3o de radicais
livres de oxigénio (superdxidos, radicais de hidroxilas, perdxidos de
lipidios) podem exercer efeitos prejudiciais sobre as fun¢BSes ligadas
ds membranas celulares e mitocondriais. As membranas bioldgicas
contém 4cidos graxos poliinsaturados que s3oc altamente susceptiveis a
peroxidac®%o. Pode-se evitar a lesfo oxidativa com o uso de

substincias que atuariam como seqliegtradores de radicais livres



(BELZER & SOUTHARD, 1980; FREEMAN & CRAPO, 1982, BRY et al., 1984;

GREEN et al, 1986).

Levando-se em conta esses fatores, uma apropriada e efetiva
congervasio a frio do drgZo deve levar em consideragdio quatro
principios bagicos (PLOEG et al., 1988):

1 - a perfusio com as solu¢Bes conservadoras e .0 fluxo

vascular durante a coleta do ¢rgic devem rapidamente
resfriar o mesmo, remover-lhe ¢ sgangne e permitir o
equilibrio entre a solus@o de conservag®o fria e o
tecido;

2 - a solusZo conservadora deve prevenir o aumento do
volume celular, pela inclusio de substincias
osmoticamente ativas e impermedveis a2 cé¢lula;

3 - a solugZ®o conservadora deve prevenir a acidose
intracelular, por conter uma concentragio suficiente de
agentes tamponantes;

4 - a solusBo deve reduzir fo gradiente de concentragio
entre o meio intra e extracelular, para reduzir o ganho
ou perda de lons.

Além disso, tal solugZo deve prevenir a lesZo causada por

radicaig livres de oxigénio e proporcionar substratos para a
regenerasfo de compostos fosfatados de alta energia durante a
reperfusio (BELZER & SOUTHARD, 1888).

Recentemente, alguns laboratérios iniciaram estudos
bioquimicos e fisioldgicos sistematicos do efeito da hipotermia sobre
a célula renal. A partir desses estudos, foi langada uma nova solugBo
conservadora, denominada solug®o da Universidade de Wisconsin (UW).
Essa nova solusfo fol deaenvélvida pelo grupo de Belzer e col (BELZER

& SOUTHARD, 1988; PLOEG et al., 1988) e, segundo o8 autores, podo



conservar um rim por 72 horas. Além do mais, a solugZo se mostrou
efetiva na conservacio de outros ©orgios intra-abdominais, como
figado, pAncreas e coragio, fazendo parte das chamadas solusBes de
terceira gerac¢3o.

A solucfo de Wisconsin possui, em sua composicio, potassio
e magnésio. Porém, ¢ uma solug®o muito mais elaborada do gue as
outras existentes. A concentragio de potéssio foi aumentada, o que .
permite a manutengdo de concentrasfes normais de potéssio
intracelular, mesmo em face da diminuig3o da atividade da bomba. Para
prevenir o aumento do volume celular, a glicose foi substituida por
lactobionato de potéssio, sendo-lhe ainda adicionada rafinose, para
um suporte osm®tico complementar. Hidroxietil amido, um colSide
estivel e n¥%o téxico, foi também adicionado, para prevenir a expansdo
do espaso extracelular e o colapso vascular. A solusZo cont4<m ainda
glutationa (um componente essencial na reducZo de agentes citotdxicos
como Hz02, perdxidos de lipidios e radicais livres) e alopurinol, que
inibe a xantino-oxidase e a geras3o de radicais livres de oxigénio.

Varios estudos cientificos mostram um efeito protetor do
alopurinol contra a lesZo renal induzida pela isquemia, provavelmente
pela inibi¢3o da produsZo de radiacais superdéxidos (PABRKS et al.,
1983). Além disso, a glutationa foi utilizada para substituir os fons
cloreto, uma vez que possui um peso molecular maior que o desses
fons, gendo, assim, muito menos permeavel e auxiliando,
conseqilentemente, na prevensio do aumento do volume celular.(BELZER

et al., 1982).

Oma combinacio de altas concentragSes de fogfato e
adenosina na solugfo previne a perda de ligagBes fosfato de alta
energia e estimula a sintese de ATP apds a reperfusio (FERNARDO et

al., 1976; FERNANDO et al., 1977; SIEGEL et al., 1980; BELZER et



10

al., 1983; BELZER & SOUTHARD, 1986; BELZER & SOUTHARD, 1988).
Demonstrou-se que a adenosina, no perfusato, estimula a sintese de
ATP em rins conservados hipotermicamente (SOUTHARD et al., 1985;
TAKARO et al., 1985; SUMPIO et al, 1987). Além disso, a integridade
funcional e estrutural da mitocéndria pode ser preservada por niveis
intramitocondriais de nucleotideos de adenosina (SOUTHARD et al.,
1977). Nenhum cédlcio foi adicionado ao fluido, devido ao influxo ou
aumento intracelular desses fons, que ocorre durante a hipotermia
(BELZER & SOUTHARD, 1986; BELZER & SOUTHARD, 1888).

A partir dal, varios estudos foram desenvolvidos para a
verificag¢®o clinica e experimental da eficicia desta soluc®o. Estudos
experimentais em rins de cZes revelaram sucesso na conservasXo com
essa solugfo por 72 horas (PLOEG, 1988). Estudos clinicos também
demonstraram que a solug®o UW produziu resultados melhores na
conservacdo de rins para transplante, quando comparada com a soluco
de Euro-Colling, reduzindo, inclusive, a porcentagem de necrose
tubular aguda pés—transplante e a taxa de diilise pés-operatédria
(PLOEG, 1990; MOUKARZEL et él., 1990; PORTEOUS et al., 1991).

Embora a solusXo de Wisconsin tenha se mostrado altamente
eficiente na conserva¢¥o de varios SrgZos intra-abdominais, ela ¢ uma
solu¢®o cara e de dificil preparo, o que torna o seu uso dispendioso.
Dessa maneira, estudos tém gsido realizados para investigar a
possibilidade de se modificar essa solusio, com a intenc¥o de
simplificéd-la, de modo que possa ser facilmente formulada para uso de
rotina no transplante. Assim, MEL e col (1990) substituiram rafinose
por manitol e lactobionato por citrato de potassio (que afo
ingredientes quimicos mais facilmente disponiveis, além de
propiciarem beneficios adicionais tais como uma capacidade aumentada

de tamponamento e quelacZo de cations divalentes) e conseguiram uma
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melhora na fungZo metabélica em rins de ratos imediatamente apés o
periodo de estogue e MARSHALL e col (1990; 1991) substitufram
lactobionato por gluconato e rafinose por sacarose ou  por
lactobionato extra e obtiveram sucesso na preservacZo de rins de rato
poi 48 horae e rins de cies por 3 dias. Esses resultados indicam que
rafinose e lactobionato podem n¥%o ser essenciais para a conservasg#o
da fun¢Zo, quando se usa UW para conservar o rim a frio.

O hidroxietil amido ¢ um componente caro e sua importincia
na solug3o de Wisconsin, bastante questionada. Tem—-se demonstrado que
esse componente pode ser omitido na soluglo UOW, sem gqualquer prejuizo
na preservasio de ring de rato (MARSHALL et al., 1990) e cZes
(MARSHALL et al., 1991; SCHLUMPF et al., 1991).

Porém, ainda existem algumas dividas quanto a eficidncia
dessa nova solusg3o. Alguns pesquisadores relatam melhoria na fungZo
de figados conservados em solusdo de UW, quando comparados aqueles
conservados em Euro-Colline (COFER et al., 1980). Outros, no
entanto, n%o encontraram diferensas nas funs®es desses  Srglos
conservados em UW, em relagfo aqueles conservados em Euro-Collins
(OLTHOFF et al., 1990). Na congervagfic renal, os resultados dos
estudos ainda sZo contraditérios (LODGE et al., 1991; HEFTY et al.,
1991) .

Embora as solug¢Ses conserva&oras do tipo intracelular sejam
amplamente utilizadas na conservagio de rine de cadiver, persistem as
incertezas basicas quanto ao seu preciso modo de acZo. A despeito do
avanso nos estudos bioquimicos e fisioldgicos da conservagio de rins
para transplante, a maioria dos estudos ainda s%o feitos em ©rgios
inteiros, avaliando-se o “clearance” global e muito pouco se sabe dos
efeitos diretos dessas solus¢Bes conservadoras sobre as células

tubulares. Estudos das células tubulares renais podem ser usados como
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uma amostra celular para danos generalizados, com a vantagem de que
pPequenos graus de danos podem ser detectados (MORGAN, 1882).

Existem poucos estudos de fun¢io ou les®o  tubular
pés—conservacio. Alguns deles foram desenvolvidos por FALEENSTEIN e
col (1982), FALKENSTEIN (1984, 1990), FIGUEIREDC e col (1986), PIRIE
e POTTS (1985, 1886), OISHI (1987), RIBEIRO et al. (1987), HELOU
(1988) e SILVA (1991), nos gquais a fungio de +tdbulos proximais de
coelho e ductos coletores de rato ou coelho foi medida, através da
técnica de microperfus3o de tubulo isolado in vitro ou de estudos
enzimdticos de fragmentos renais apcs a preservag3o com diferentes
solusBes conservadoras. No entanto, ainda se faz necessirio estudar
outros segmentos, uma vez que h4 uma diversidade muito grande de
tipos e fung®es celulares ao longo do néfron.

0 tdbulo coletor raramente ¢ estudado na pratica clinica e,
quando isto ¢ feito, as duas func®es testadas s3o a secrecfo de ilon
hidrogénio e a reabsorcio de dgua. Nosso interesse tem sido a
reabsorgio de Agua, sendo que ; falha dessa fun¢Zo, paturalmente,
levard a polidria, o que pode gerar um desbalango hidrico no
organismo. Alguns estudos pioneiros foram realizados neste
laboratério onde se testou a funz&o de tubulos coletores corticais de
coelho, apdés manobras de conservac3o aguda com diversas solug®eg
preservadoras (FALKENSTEIN, 1990).

Nas primeiras horas apés o transplante, pode ocorrer uma
politria, a qual necessita de ateng3o e cuidado para se prevenir
sérios desarranjos no balango hidro-eletrolitico do paciente. (g
mecanismos dessa politria ainda nZo foram elucidados. Diversos
possiveis mecanismos foram propostos, tais como  super-expansio
pré—operatdria do volume extracelular, altera¢Zio da hemodinimica

renal, quebra do gradiente de concentiragio medular, diurese osméticn



13

de uréia ou natriurese de desnervag3o. Outra possibilidade ¢ um
sistema de transporte tubular de sédio anormal, em consequéncia da
les3o wechAnica, isquémica ou andxica no rim transplantado (SIMDES et

al., 1984). Um outro possivel mecanismo ligado a essa polidria
péSwtfaanlante também poderia estar relacionado a defeitos na fung3o
de reabsor¢io de dgua 3 nivel do tubulo coletor (HENDERSON et. al.,
1968).

Ate¢ os anos 50, pensava-se que o tibulo coletor nZo possuia
fung&o especializada, exceto a de servir como um conduto para o fluido
tubular (SMITH, 1951). O desenvolvimento da técnica de tubulo isolado
e perfundido in vitro (BURG et al., 1966), e da aplicasdo da
microscopia de varredura e de transmiss3o no estudo do tecido renal
permitiu um grande avango no conhecimento a respeito do sistema da
fung8o e morfologia dos ductos coletores.

0 tdbulo coletor ¢ constituido por dois tipos celulares: as
células principais e as intercaladas. Além disso, esse segmento
apresenta um epitélio tipo "tight", isto ¢, suas cé¢lulas s8%o unidas
por complexos juncionais de baixa condutincia elétrica (HELMAR, 1971;
STONER, 1974; STOKES et al., 1978; MADSEN & TISHER, 1986).

Varios estudos demonstraram que o tubulo coletor exerce um
papel decisivo na regulas@c da excrecZo de 4gua e eletrdlitos
(FROMTER, 1988; BREYER, 1991). Esse segmento ¢ capaz de reabsorver
scdio, cloreto e 4gua e secretar potissio. Pode, ainda, absorver ou
secretar HCO» dependendo do estado de acidose ou alcalose do
organismo. As cé¢lulas principais estZo envolvidas, principalmente, no
transporte de sédio e potdssio e as cé¢lulas intercaladas podem estar
envelvidas no transporte H+/H005/Cl* (MOREL & DOUCET, 1984; FROMTER,
1988).

0 transporte no tdbuleo coletor ests sob complexas
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influéncias multihormonais e neurais. Dentre os fatores que podem
influenciar o transporte de eletrslitos nesse tubulo, incluem-ge
esterdéides adrenais, vasopressina, cininas, prostaglandinas e
agonistas p-adrenérgicos (TOMITA et al., 1985; MOREL & DOUCET, 1988;
BREYER, 1991).

0 epitélio do tubulo coletor & responsivo & vasopressina
(horménic antidiurético - HAD). Portanto, esse segmento exerce um
papel importante na diluicdo e concentragio urinaria (MADSEN &
TISHER, 1986; KOKKO, 1987). Na auséncia de vasopressgina, a
permeabilidade & 4gua da membrana apical ¢ baixa, enquanto que a
permeabilidade 4 aAgua da membrana basolateral ¢ alta. Em resposta a
agfio da vasopressina, canais de 4gua 830 inseridos na membrana
apical, para conferir alta permeabilidade & agua nessa membrana e,
assim, alta permeabilidade transepitelial (VEREMAN, 1989).

Levando-se em conta que os +trabalhos sobre congervacio
renal ainda sXo inconsistentes e que poucos estudos tém levado en

consideras3o o efeito da hipotermia e das solugcBes conservadoras

sobre os diferentes segmentos do néfron e conhecendo-se todas essas

caracteristicas do tubuloc coletor, resolvemos estudar o efeito das
solugBes conservadoras de Collins, Euro-Collins e da Universidade de
Hisconsin, utilizadas no transplante renal, sobre a funcZo de tdbulos

coletores corticais de coelho, através da técnica da microperfusio de

tibulo isolado e perfundido in vitro.
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OBJETIVO

A proposta deste trabalho foi investigar:

- 0o efeito do tempo de conservasZec a frio de
fragmentos renais de coelho incubados em diversas
solusc®es utilizadas no transplante renal clinico
sobre a resposta hidroosmética de tubulos coletores
corticais;

- a fung¥o de tubulos coletores corticais isolados e

conservados diretamente nessas solucSes a 4°C.

Para a realizacZo do trabalho, foi utilizada a técnica da
microperfusioc de tubulo isolado in vitro. O parametro funcional
avaliado foi a condutividade hidradulica, obtida pela impogicio de um
gradiente osmético éntre 0 lado luminal e o lado reritubular dos
tubulos. Em alguns casos, foi também avaliada a permeabilidade
difusional a agua.

As medidas de condutivadade hidriulica ¢ de permeabilidade
difusional & sgua foram feitas pré¢ e pés-estimulacio com hormdnio
anti-diurético, pela adicZo de arginina-vasopressina no lado

peritubular.
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MATERIAL E METODOS

Os estudos dos efeitos da conservagfo hipotérmica com
diversas solusSes preservadoras sobre a resposta hidroosmética de
tdbulos coletores foram desenvolvidoe através da tecnica da
microperfusfo de tubulos isclados in vitro, descrita por BURG e col.
em 1966. Essa técnica consiste na dissecs®o de um dos segmentos do
néfron a partir de um fragmento renal e na perfusio do mesmo por um
sistema de micropipetas concéntricas.

Na preparas®o, coelhos brancos mestisos, pesando entre
1,0 a 2,5 kg (mantidos em dieta normal e com livre acesso A Agua),
foram sacrificados por deslocamento cervical, sendo retirado um de
seus rins. KEsse rim foi descapsulado e cortado sagitalmente om
fragmentos de aproximadamente 1 mm de espessura. Taise fragmentos
foram transferidos para uma placa de Petri pequena, contendo uma
Bolu¢io eletrolitica do tipo Ringer-Bicarbonato, mantida a 4 *C e ¢
gaseificada com 5% de COz e 95% de O=z.

Nessas condiges, efetuou-se a dissecgdo tubular,
separando-se, por meio de pincas de ponta fina de 30 um de largura
(A. Dumont & Fills, n°5 - Suiga), um tubulo coletor cortical dentro
varias estrias cortico-justamedulares, com o auxi lio de um

microscépio estereoscoépico com dispositivo " zoom” {Bausch & Lomb,
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New York - USA), com aumentos variando entre 10-70 vezes.

Apts a dissecsFo, o tubulo foi transferido, através de uma
pipeta Pasteur modificada, para uma c&mara especial de perfus3o,
consistindo de uma placa de acrilico com uma fenda no meio, vedada
por uma laminula de vidro, onde repousa o +ttbulo e o banho. Egsa
placa contém uma microresisténcia em seu interior, conectada a um
regulador de temperatura (Yellow Springer, mod. 73 A, Ohio - TUSA),
que mantém o banho aquecido a 37 °C. A cémara possuil também pequenos
orificios para a entrada das conexBes de gaseificas3o e de solucio
banhante e acha-se adaptada a um microscépio invertido (Reichert,
Bio-8tar, Austria) de alta magnitude (40-450 X), para a focalizacZo
do tdbulo e das micropipetas.

Logo apés a transferéncia do tubulo, este foi conectado,
através de pressio negativa, a um sisgtema de micropipetas
concéntricas, fixadas por encaixes de acrilico a micromanipuladores
especiaié (J. H. Emerson Co., Massachusetts - USA) que permitem a
movimentas3o nos planos x;?,z. Uma das extremidades do tdbule foi
aspirada dentro da pipeta suporte do lado perfusor, no interior da
qual havia outra pipeta de menor dismetro e de ponta fina (12-14um),
introduzida no centro do lumen tubular. Essa pipeta foi previamente
preenchida ¢om um perfusato hipotdnico, marcado com
*4Cmcarb0xim1nulina (New England Nuclear, Massachusetts -USA).

Apés a introdug®o da ponta da pipeta perfusora no lUmen
tubular, iniciou-se a perfusio, por meio da pressio hidrostatica
produzida por uma coluna de agua. Apoe a perfusio de toda a extensio
tubular, conectou-se a outra extremidade do tubulo na pipeta suporte
do lado coletor. A pipeta suporte coletora foi previamente precnchida
com um ¢leo n-tetradecano hidrofébico (Sigma Co., Missouri - USA),

corado com Sudan Black (Merck, Alemanha), que permitia a visualiza¢do
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da entrada da amostra perfundida na plpeta suporte. As extremidades
do tubulo foram isoladas eletroquimicamente pela adi¢3o, na ponta das
pipetas suportes, de uma pequena quantidade de resina de sllicone, o
sleo Sylgard 184 (Dow Corning, Michigan -USA). O sistema de

microperfus®o acha-se esquematizado na figura 1.

Pipaia
PERFUSORA

PIPETA PIPETA CAPILAN CON

. PERFUSDRA COLETORA DIAMETRO
BUCCAD SUPOATE SUPDRIE CONSTANTE

PRESSAD

HIDROSTATICA o8 TUBULD

OLED
PIPETA CORADO

COLETORA DE .
YOLUME CONSTANTE

Figura 1. Esguema da Técnica de Microperfus3o in Vitro de OSHegmentos

Logo apés o inlcio da perfus3o, o banho foi aquecido a 37°C
e gaseificado continuamente com 95% de 0z e 5% de COz, A coleta das
amostras perfundidas comegsou apdés um periodo de equilibrio, que
variou de 60 a 120 minutos ap®s a morte do animal, sendo feita por
uma pipeta coletora calibrada, de volume constante.

As solug@es que banham o tubulo foram trocadas
constantemente, a um fluxo de 0,3 nl/min, através de sua infusdo
continua na camara de perfusZo, por meio de uma bomba de infusio
(Harvard, mod. 975, Massachusetts - USA) e a suc¢do do meic por uma

bomba de press3o negativa (Nevoni Ltda, S¥o Paulo - Brasil). Em c¢ada
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periodo de coleta, foram obtidas amostra da solugfo banhante para a
analise do vazamento do perfusato marcadc com *C-carboxi-Ipulina.
Experimentos com vazamentos superiores a 5% do marcador de volume na
amostra foram desprezados, pois indicavam lesfo do epitélio +tubular
ou problemas técnicos da preparacdc. Trocas rapidas e com fluxo
superior a 1 ml/min foram realizadas, quando houve necessidade de se
mudar o tipo da solusZo banhante por outra de composic®oc diferente.

08 experimentos foram realizados 24 temperatura ambiente

de 25-°C.

Composicio das Solucdes Banhante e Perfusora:

Para dissecar e banhar o +tdbulo coletor cortical de

coelho, utilizou-se uma solu¢Zo de Ringer-Bicarbonato modificado com

a seguinte composicZo (em mM): NaCl 105, NaHCOs 25, NaCzHz20s 10,
RaHz2P0+« 2,3, KC1 5, MgSO4 1, CaCl=2 1,8, glicose 8,3 ¢ alanina 5. A
osmolalidade dessa solugio foi de 286 £ 4 mOsmoles/kg Hz0, medida
pelo ponto de congelamento em um osmémetro (Advanced mod. 3WII,
Massachusetts - US5A); o seu pH fol de 7,38, apés a gaseificasZio com

95% de 0z e 5% de CO=.

Nos estudos de condutividade hidraulica a Agua (Lp)

utilizou-ge um perfusato hipoténico com a mesma composicio da soluso
banhante, com exces¢Zo do NaCl que foi diminuido para 15 mM. Esese
perfusato apresentou uma osmolalidade de 126 * 5 mOsmoles/kg Hz0 e o
pH de 7,38, sendo-lhe adicionado de 5 a 10 wnCi/ml de
1‘C—carboxi~1nulina {New England Nuclear, Massachusettis - USA), que

serviu como marcador de vwvolume para as maedidas diretan de

condutividade hidraulica. Nos estudos de permeabilidade difusional 2
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agua (Pdv), adicionou-se NaCl ao perfusato, em gquantidade suficiente
para que nio houvesse um gradiente osmdtico entre o banho e o
perfusato e 50 nCi/ml de 4gua triciada (New England Nuclear,
Massachussets ~ USA) para estudo direto do transporte de agua.

A avaliag¢¥io dos parametros funcionais de condutividade
hidraulica ou permeabilidade difusional & asgua fol realizada através
de amostras coletadas em um periodo basal (que serviu como controle
da integridade da preparacio) e no periodo de estimulasZo hormonal,
apos a adi¢Zo de 200 wUI/ml, equivalente a concentragZo de 460 pM de
arginina-vasopressina (Sigma Co., Missouri - USA) 4 solug3o banhante
peritubular (ANDO,1988). As amostras foram transferidas para 0,1 ml
de 4gua, completadas com 1 ml de liguido de cintilag®o Aguasol II e
analisadas em um espectrofotémetro de cintilacfo Beta (Beckman, mod.

LS~100C e LS-6000TA, Califérnia - USA).

Medidas de Condutividade Hidrdulica:

A condutividade hidrédulica (Lp = 10 cm/seg.atm) ¢ a
medida de permeabilidade A 4gua de um epité¢lio, quando s8se impSe um
gradiente osmético entre a solugo banhante (isot®nica) e a solucio

perfusora (hipoténica), sendo calculada pela férmula (HORSTER et

al., 1982):
. _ _vi.ci Ci - Co 1 (Co-Ch)C1
e = - %772 [Ci.Co.Cb * ~teer * 1® —(Ti-cp)co ]
onde:
R ~ constante universal dos gases;

T -~ temperatura absoluta em graus K;
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A -~ Area do tubulo perfundido (cmz), obtida através da medida do
comprimento e do di&metro tubular no final do experimento,
utilizando-se um micrémetro calibrado adaptado 2 ocular do
microsedpio;

Vi - fluxo infundido (amg/seg), calculado através da razfo de

[(*“C-Inulina) coletada/('“C-Inulina) perfundidal x Vo; .

Vo - volume da amostra coletada em um determinade periodo de tempo
(cm’/seg);

Ci - osmolaridade da solugio perfusora (atm);

Co - osmolaridade da solug¥o coletada, calculada a partir da raszdo
{(14C—Inulina) coletada/("CHInulina) perfundidal x Ci (atm);

Cb - osmolaridade da soclugBo banhante (atm).

Medida da Permeabilidade Difusional & Agua:

A permeabilidade dif@sional a4 Agua (Pdv x 10 "cm/seg) ¢ a
medida da permeabilidade efetiva do epitélio a 4&gua, que avalia o
fluxo e a condutiancia & Agua, quando n3Eo ha um gradiente osmdtico
entre a solusZo banhante e a perfusora. Nesse caso, consideramos que
nZo ha um fluxo efetivo de fluido sendo a Pdv calculada através d?

férmula (HEBERT & ANDREOLI, 1980):

_ Vi i
Pdw = i x In Co
onde:
A - area do tdbulo perfundido (cmz), obtida através da medida do

comprimento ¢ do difmetro tubular no final do experimento,

utilizande-se um wmicrémetro calibrade adaptado & ocular do
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microscdpio;

Vi - fluxo infundido (cm /seg), calculado através da razio de
[(*“C-Inulina) coletada/(**C-Inulina) perfundida] x Vo;

Vo - volume da amostra coletada em um determinado periodo de tempo
(cm’/seg) ;

Ci - concentrasfo de 4gua [EH] perfundida;

Co - concentragfo de Agua {QH} coletada.

Protocolos Experimentais

Através dessa técnica, estudamos a fungfo de +tubulos
coletores corticais, ap®s diversas manobras experimentais de
conservascdo hipotérmica in vitro, com diferentes solug®es utilizadas

no transplante renal, de acordo com os seguintes protococlos:

I -~ Estudo Funcional de Tubulos Coletores Corticais Recém-Isolados

L 100 min i 20 min " 40 min i
1
Equilibrio . Lp Basal .=  Lp AVP
: RB a 37 °C .

Nesse protocolo, obtivemos o grupo controle. Assim, tubulos
coletores corticais (TCCe) provenientes de fragmentos renais de
coelho n%o conservados (frescos) foram banhados e perfundidos com
Ringer-Bicarbonato (RB) isoosmético e hipoosmético, respectivamente,
gaselficados com 95% de 0z e¢ 5% de (€02 e aquecidos a 37°C. 0Os tubulos
coletores foram expostos a um periodo de equilibrio de cerca de 100

minutos, contados a partir da morte do animal, incluindo o tempo de
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disseccio a frio e de perfusfo a 37°C, para depletar o horménio
anti-diurético endégenc. Apds esse periodo, foram coletadas as
amostiras no periodo basal (sem horménio). Em seguida, foram
adicionadas ao banho, do lado  peritubular, 200 LU/ml de
arginina-vasopressina (AVP) e realizaram-ge coletas nesse periodo,
para o estudo da condutividade hidraulica (Lp), . durante

aproximadamente 40 minutos.

IT - Estudo Funcional de Tubulos Coletores Corticais Isolados de

Fragmentos Renais Conservados

{ 1 ou 24 h 1 30 min i 20 min L 40 min i
i i 1
Cons. Fragmento  Equilibrio = Lp Basal = Lp AVP
L 4 =0 § o Microperfus®o com RB a 37°C §

Fragmentos renais foram incubados durante o periocdo de uma
ou 24 horas em diversas solusBes conservadoras, a 4°C. Ap®s o periodo
de incubagZo, TCCs foram dissecados na mesma solusZo de conservagfo e
transferidos para a cidmara de perfus3o contendo Ringer-Bicarbonato.
Os tdbulos foram, entZo, banhados, perfundidos, gaseificados com 95%
de 0z e 5% de (COze aquecidos de acordo com os procedimentos do grupo
controle. Apds um equilibrio de, aproximadamente, 30 minutos do
inicio da perfusdo, foram coletadas amostras no periodo bagal.
Seguiu-se, ent3o, a adicZo de 200 p0/ml de AVP ao banho, com coletas
de amostras também nesse periodo.

Nesse protocolo estudamos dois grupos, de acordo com o
tempo de incubacZo dos fragmentos. Cada grupe foi subdividido de

acordo com as solusBes conservadoras utilizadas:
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1. Grupo 1 - Conservagio de Fragmento Durante Uma Hora

a = TCCs obtidos de fragmentos renais conservados em

solugZo de Colline (com MgS0s<);

b =+ TCCs dissecados de fragmentos de rins conservados

em solusZo de Euro-Collins (sem Hg504) ;

¢ = TCCs obtidos de fragmentos conservados na solusZo da

Universidade de Wisconsin (OW) ;

2. Grupo 2 - Conservacio de Fragmento Durante 24 Horas

a = TCCs obtidos de fragmentos incubados em solugc®o de

Collins {com Mg):;

b =» TCCs obtidos de fragmentos preservados em solugdo de

Euro-Colline (gsem Mg);
¢ =» TCCs provenientes de fragmentos renais preservados na

solug®o da Universidade de Wisconsin (OW).

IT1 - Estudo Funcional de Tdbulos Coletores Corticais Isolados,

Conservados em Camaras Especiais

i 60 min L 1, 3 e 24h 30 min { 20 min , 40 min 1
] ¥ 1 i 3
m dissecgo Cons Camiras i Eguilibrio Lp Basal Lp AVP

f tubular Espgciais

&

L

RB 2 4 °C ;, 80l Cons 4°C , , Microperfus3o com RB & 37 -C §
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Negse protocolo, foram untilizadas cAmaras especiais
construidas originalmente no Laboratério de Conservasio de Orgdos
(NMCE-FCHM, UNICAMP), que continham 1 mi das solusBes
conservadoras, para a incubacZo dos tubulos.

Essas cAmaras constituem-se de uma lamina de vidro
utilizada na microscopia, sobre a qual foi montada uma pequena caixa,
oriunda da colagem de pedasos retangulares de laminas de vidro

{figura 2).

1.0cm

T4cm

Figura 2: Esguema da Cimara Especial de Conservagio

A finalidade desse procedimento fol evitar-se o fator de
sorteio de tubulos mais viaveis morfologicamente, gue certamente
teria ocorrido na dissecc¢Zo tubular do fragmento renal. Assim, foram
digssecados de 8 a 10 tubulos de fragmentos nZo conservados (frescos)
e colocados nessas camaras especiais com as solugBes conservadoras a

frio. Apés os periodos de incubag¢Zo (1, 3 e 24hs), os tubulos {foram
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transferidos para a camara de perfusfo, perfundidos, banhados com
Ringer-Bicarbonato a 37°C e gaseificados com 95% de Oz ¢ 5% de COz2.
Apés um periodo de equilibrio de aproximadamente 20 minutos, foram

realizadas coletas do periodo basal e AVP, como nos grupos

anteriores.

Com essa manobra experimental, estudou-se a fungZo dos
TCCs, incubados diretamente com a solusZo conservadora de maior (UW)

e menor (Euro-Collins) eficiéncia na conservas3o de fragmentos. Os

grupos estudados foram os seguintes:

Grupo 3 = TCCs isolados e incubados diretamente em camaras
contendo solucZo de Euro-Collins (sem MgS04) a 4°C, durante uma, trés

e 24  horas;

Grupo 4 =» TCCs isolados e incubados diretamente em camaras
contendo solucZo conservadora da Universidade de Wisconsin a 4°C,

durante uma, trés e 24 horas.

IV - Estudo 6a Permeabilidade Difusional a Agua (Pdv)

Nessge protocolo, avaliou-se COMmO 50 encontrava a
permeabilidade difusional & 4gua, quando n3o havia imposisZo de
gradiente osmdtico na perfusio de tubulos coletores provenientes da
conservacfo em cAmaras especiais com solug3o de Euro-Collins, na qual
os TCCs apresentavam uma elevag¢®o significativa da condutividade

hidraulica no periodo basal. Nesse protocolo desenvolvemos 2 grupos:

Grupo controle 2 = TCCs dissecados de fragmentos renais
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frescoe (nZo comnservados), perfundidos {(com o perfusato marcado com

dgua triciada) e banhados com Ringer-Bicarbonato, ambos isoosmdtiicos,

gaseificados (95% 0z e 5% C02) e aquecidos (37°C).

ApSs um periodo de equilibrio de; aproximadamente, 100
minutos da morte do animal, coletou-se amostras no periodo basal. Em
seguida, foram adicionados 200 uO/ml de arginina-vasopressina (AVP)

ao banho peritubular e coletadas novas amcostras.

Grupo 5 = TCCs isolados de fragmentos renalis (frescos e
incubados durante, aproximadamente, 3 horas em camaras especiais de

conservasao contendo solucfo de Euro-Collins a 4°C.

Apos o periodo de incubasfo, os tubulos foram transferidos
para o sistema de microperfusfo, perfundidos e banhados em solugZo de
Ringer-Bicarbonato de mesma osmolalidade, a 37°C, com gaseificasdo.

Apés um equilibrio de cerca de 30 minutos do inicic da
perfusfo, foram coletadas amostras no periodo basal e, em seguida,

adicionadas 200 nU/ml de AVP ao banho, realizando-se novas coletas

nesse periodo.

ComposiGg8o das Solug¢des Conservadoras:

Collins Euro-Collins W

NaHCOs 10 mM 10 mM Hidrdxide amido 50 g/1

RKHz2PO4 15 oM 15 mM lactobionato 100 oM

K2HPQO« 42 mM 42 mM EHzPO4 25 mM

KC1 15 mM 15 oM M504 5 oM

MeS504 28 mM e Rafinose 30 oM

Glicose 139 oM 139 M Adenosina 5 mM
Alopurionol 1 mM
Glutationa 3 mM

osmolaridade + +

(mOsm/KgHz0) 3175 310x4 320

pH 7,0 7,0 7,0 —

Obs: as solug®es foram usadas sem aditivos
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Andlise Estatistica

Os resultados individuais obtidos representam a média de 3
a 4 coletas em cada periodo experimental; no final, foram expressos
pela média e erro-padrio da média de cada grupo.

Os testes estatisticos utilizados foram:

- para comparasdes intragrupos: teste t pareado de Student;

- para comparastes inter-grupos: teste ¢ nio pareado de
Student, an&lise de varidncia (Anova) e teste de regressfo linear.

0 nivel de significidncia utilizado para a rejeig¢3o da

hipdtese de nulidade foi de 5% (p < 0,05).
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RESULTADOS

Este trabalho fei desenvolvido para avaliar o efeito direto
de diversas solugSes conservadoras, utilizadas no transplante
renal,sobre a funsZo de tubulos coletores corticais. Para tanto,
utilizou~se a técnica da microperfusSo de tubulo isclado in vitro.

Os resultados obtidos foram os seguintes:

I - Estudo Funcional de Tubulos Coletores Corticais Recém-Isolados

Inicialmente, antes de se desenvolver os protocolos de
conservagdo, realizou-se o estudo dos parimetros funcicnais de
tubulos coletores corticais de coelho a 37¢C, obtendo-se grupo
controle (n = §).

A tabela 1 mostra os valores individuais e médios, com seus
respectivos erros-padrio, da condutividade hidraulica (Lp) de'tﬁbulog
coletores corticais (TCCs) provenientes de fragmentos renais frescos
de coelhos, perfundidos a 37-°C.

Observa-se, de acordo com a tabela 1, que tubulos coletores

corticais de 1,5 * 0,2 mm de comprimento, quando perfundidos c¢com um
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gradiente osm¢tico de 159 * 3 m0Osm/l, apresentaram, no periodo basal,

uma condutividade hidraulica (Lp) média de 18,6 + 12,7 *

lﬂ#cm/seg*atm- Quando esses tubulos foram estimulados com a adigdo
de 200 pU/ml de arginina-vasopressina (AVP) no banho peritubular,
houve uma eleva¢Zo (p < 0,056) da condutividade hidraulica, cujo valor
médio foi de 183,3 * 28,9 x 10 cm/seg.atm. Dessa forma, o incremento
estimulagio

m&édio na condutividade hidraulica, provocado pela

hormonal, foi de 164,8 * 32,9 x 10 ‘cm/seg.atm.

TABELA 1. Valores individuais (n = 5) e médios (* EPM) da fungdo de
TCCs recém-isolados (grupo controle) e perfundidos in vitro
com a solu¢3o de Ringer-Bicarbonato a 37°C, nos periodos
basal e AVP {(estimulados com 200 tlU/ml de
arginina-vasopressina).

Gomp?imento Fluxo de ?erfusﬁo Cond, hidraulica ALp
do tdbulo (nl/mwin) (16 "em/seg.atm) .
(mm) Basal AVP Basal avp |10 cu/s.atm
1,9 17,1 16,9 22,9 200,2 177,3
0,9 21,3 22,2 ~24,3 140.,4 164,7
1,1 18,2 - 17,0 55,6 1086,5 50,9
1,5 11,7 20,4 19,3 13,9 174,6
2,1 14,8 20,4 19,3 275,6 256,3
1,5 16,6 19,4 18,6 183, 3% 164,8
0,2 1,6 +1,0 12,7 +28,9 +32.,9
X + EPM

ALp = Lp AVP -~ Lp Basal (= incremento da Lp)
* tegte t pareado (p < 0,05): Basal x AVP

Como se depreende da tabela acima, bpn%Zo houve aumento
significativo no fluxo médio de perfusio, que passou de 16,6 * 1,6
nl/min no periodo basal para 19,4 * 1,0 nl/min no periodo de

estimulas®o com AVP.

Pode-se notar que, no periodo basal, embora os valores de
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Lp se mantenham baixos, h& uma grande variabilidade de tubulo para
ttbulo. Em condigBes normais, isto se deve ao estado de hidratag3o em
que se encontrava o animal na hora de sua morte. Os valores de Lp
apés a estimulag®o hormonal encontram-se mais uniformes e elevados,
como era de se esper para essa preparasio.

Os valores de condutividade hidraulica individuais, ben
como as médias e seus elevados erros-padr3o estio de acordo com a
literatura (GRANTHAM et al., 1966; HALL & GRANTHAM. 1980; HANLEY,
1980; FRINDT et al., 1982; HORSTER & ZINK, 1982; LORENZEN et al.,
1983; REIF et al., 1984; CAMPBELL et al., 1985; COGAN & ABRAMOW,
1986; KOKKO, 1987; DILLIGHAM et al., 1987; DIXON et al., 1987; ARDO

et al., 1988; JONES et al., 1988).

IT - Estudo Funcional de Tubulos Coletores Corticais Isolados de

Fragmentos Renais Conservados

Nesse protocolo, estudou-se o efeito da conservasgio, a 4°C,
de fragmentos renais em diversas solucBes conservadoras utilizadas no
transplante renal sobre a condutividade hidréulica de  tubulos
coletores corticais. Foram considerados 2 grupos, dependendo do tempo
de conservag3o, os quais foram subdivididos, de acordo com a solugdo

congervadora utilizada.
1 - Conservac¢io Durante uma Hora

Fragmentos renais de, aproximadamente, 1 mm de espessura

foram conservados, durante cerca de uma hora, nas solugOes de
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Colling, Euro-Collins e Universidade de Wisconsin-UW. Os resultados
de condutividade hidraulica (Lp) obtidos estio expressos nas tabelas

2, 3e 4, em valores individuais e médlos, com o8 respectivos

erros—-padrio,

- Conservacto em Soluwdo de Collins
A tabela 2 apresenta a fungdo de TCCs, de 1,8 * 0,3 mm de
comprimento, obtidos de fragmentos renais conservados em solusZo de

Colling, a 4°C, durante 1 hora. A Lp média, no periodo basal, foi de

82,3 * 19,4 x 10 cm/seg.atm, a qual aumentou (p < 0,05) para 208,4 =

38,9 x Iﬂﬂbm/seg.atm, durante o periodo em que houve a estimulacdo

com 200.U/ml de AVP. O incremento médio na condutividade hidraulica

foi de 126,1 * 41,5 x 10 “cm/seg.atn.

TABELA 2. Valores individuails (o = 5) e médios (% EPM) da funsio de
td¢bulos coletores corticais, provenientes de fragpentos
renais conservados em solusfio de Collins {(com Mg ), a
4°C, durante uma hora, periodos basal e estimuladc com AVP.

1
Comprimento Fluxo de perfusio Cengﬁ hidrauiica ALp
do tdbulo {nl/min) (10 "com/seg.atm) i
(mm) Basal AVP Basal AVP 10 cm/s.atm
1,1 12,56 16,1 88,9 305,4 216,5
1,6 1,7 7,7 37,4 97.8 60,4
1,5 17,6 16,7 113,1 142.,2 29,1
2,5 - 18,0 19,8 38,3 271,2 232.9
2,1 19,1 16,4 133.,6 225.,4 91,8
1,8 15,2 15,3 82,3 208, 4% 126,1
0,3 *0,5 2,0 +19.,4 38,9 41,5

* EPM

X
ALp = Lp AVP - Lp Basal (= incremento da Lp)
*

teste § pareado (p < 0,05):BasalxAVP



N5o houve uma variacZo significativa no fluxo de perfusSo,
que foi de 15,2 * 0,5 nl/min no periodo basal e de 15,3 * 2,0 nl/min
no periodo de estimulagdo com AVP. Durante o periocdo basal,
observou-se, nesse grupo, uma grande variabilidade nos valores
individuais da condutividade hidriulica, o que nZo ocorreu apés a

estimulasio com AVP, cujos valores foram elevados e uniformes.

- Conservaséo em Solugdo de EBuro-Collins

Na tabela 3, estZo expressos os valores individuais e
nédios da condutividade hidridulica de tUbulos coletores corticais,
obtidos de fragmentos renais conservados em solusZo de Euro-Collins,
a 4°C, durante 1 hora.

0Os TCCs, com comprimento médio de 1,9 * 0,2 mm,
apresentaram uma condutividade hidraulica média de 103,3 % 38,0 «x
1dqcm/seg.atm no periodo basal. Quando se adicionou 200 ~U/ml de AVP
aoc banho, a Lp aumentou' (p < 0,05) para 214,3 x 31,8 ®
idwcm/seg.atm, o que resultou em um incremento médio de 111,0 * 12,5
» 107 "cm/seg.atm.

Esse grupo apresentou uma variasZo significativa (p < 0,05)
no fluxe de perfusZfo, que passou de 17,4 * 1,7 nl/min, no periodo
basal, para 21,2 * 2,0 nl/min no periodo de estimulasioc com AVP. Esse
aumento no fluxo de perfusio pode ter ocorrido devido & malor
absors3o de fluido propiciada pela arginina-vasopressina ou por uma
diminui¢Zo do volume celular, que fora aumentado em conseqiéncia da
conservasio.

Aqui, novamente se pode notar a grande varlabilidade nos

valores de condutividade hidraulica encontrados no periodo basal.
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TABELA 3. Valores individuais (n = 6) e médios (¥ EPM) da fungédo de
TCCs, obtidos de fragmentos renais de coelho congervados, a
4°C, durante uma hora, na solusdo de Euro-Colling (sem
Mg ), periodo basal e AVP (adig¢Zo de arginina-vasopressina
ao banho peritubular).

Compyimento Fluxo de Qerfusﬁo Cond, hidréulica AL
do tubulo {nl/min} (10 "em/seg.atm) .
(mm) Basal AVP Basal AVP 10 ?m/B-atm
1,8 18,0 20,1 94.4 232,8 138,4
1.8 19,56 19,3 240.0 345,9 105,9
1,8 11,3 12,5 93,6 179,2 85,6
2,3 13,7 24,8 -44,0 109.,6 153.,6
2,9 20,4 25,3 84,7 183,6 108,9
i,3 21,7 25,0 151,3 224,17 73,4
1,9 17,4 21,2x% 103,3 214,3% 111,0
0,2 1,7 +2,0 +38,0 *+31,8 t12.5
X + EPM

ALp = Lp AVP - Lp Basal (= incremento da Lp)
* teste t pareado (p < 0,0b): Basal x AVP

-~ Conservasdo em Soluc&o da Universidade de Wisconsin

Na tabela 4, estio éxpresaos og valores médios e o8
erros-padr3o da condutividade hidraulica (Lp) de ttubulos coletores
corticais de, aproximadamente, 2,1 % 0,1 mm, provenientes de
fragmentos renais conservados em solusdo da Universidade de
Wisconsin, a 4°C, por 1 hora.

No periodo basal, com um fluxo m#dio de perfusio de 18,7 *

1,1 nl/min, foram obtidos valores médios de Lp de 48,8 * 23,2 -~
ldﬂcm/seg.atm. No periodo de estimulaciZo com AVP, com um fluxo médio
de perfus3o de 20,6 * 0,8nl/min, houve um aumento (p < 0,05) da Lp
para 164,8 * 27,2 x 10 ‘cm/seg.atm. O  incremento médio nn
condutividade hidraulica foi de 115,9 * 4,6 x» 10 cm/seg.atm. O

pequeno aumento no fluxo médio de perfusZo, observado entre oo doin

periodos, nio ¢ estatisticamente significativo.



TABELA 4. Valores individuais (n = 5) e medios (* EPM)da fungio de
tubulos coletores corticais provenientes de fragmentos
renais conservados, a 4°C,durante uma hora, na solugio da
Oniversidade de Wisconsin (UW), nos periodos basal e AVP.

Comprimento Fluxo de perfusio Cond hidréulica ALp
do tdbulo {nl/min) (10 cm/seg.atm) .
(mm) Basal AVP Basal ave |10 cm/s.atn
1,8 19,8 18,3 -18.,9 82.5 101.,4
2,1 15,7 20,9 25,1 146,0 120,9
Z,5 18,0 19,3 63,3 182,2 118.9
2,3 22,4 21,3 122.4 250,6 128,2
1,8 17,6 23,2 52,8 162,8 110,0
2,1 18,7 20,86 48,8 164, 8% 115,9
0,1 1.1 0,8 23,2 27,2 4.6
X * EPM
ALp = Lp AVP ~ Lp Basal (= incremento da Lp)
¥ teste £ pareado (p < 0,05): Basal x AVP

tamnbem uma grande

Cabe ressaltar que, nesse grupo, nota-se

variabilidade na Lp, no periodo basal; porém, o5 valores pio se

encontram t¥o elevados quanto nos grupos de conservasio com a solugZo

de Collins e Euro-Collins.

- Resumo da Conservacrdo de Fragmentos Durante 1 Hora

A tabela 5 e figura 3 representam os valores médios de Lp

do grupo controle (nZoc conservado) e dos grupos conservados em

diversas solusBes (Collins, Euro-Collins e UW), a 4°C, durante uma

hora. De acorde com essa tabela e figura, observa-se que, no perlodo.

basal, TCCs provenientes de fragmentos conservados nan solug@es de

Collins e Euro-Collins apresentaram uma condutividade hidraulica (Lp)

elevada (p ¢ 0,05), en relagfo ao mesmo periodo do grapo controle.

Esses dados poderiam sugerir:tais solusSes estariam preservando o ADH

enddgeno. Uma outra hipdtese seria a de que essas solus@es estariam,
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de alguma maneira, alterando a permeabilidade da membrana, de forma a
haver um aumento na reabsorcZo de 4gua. Todavia, n%o foi detectado
vazamento significativo de " 0-Inulina nesses grupos de experimentos.
NZo houve diferensa no valor médio da condutividade hidraulica do
grupo conservado na golusio de Wisconsin, em relac3o aoc grupo
controle, no periodo basal, assim como também n3o houve diferenca‘

entre esse grupo de conservaciio e os demais estudados.

TABELA 5 - Media (% EPM) da condutividade hidraulica de tubulos
coletores corticais provenientes de fragmentos renais n3o
conservados (grupo Controle) e conservados, a 4°C, durante
uma hora nas solus®es de Collins, Euro-Collins e UW

Gru Comprimento|Fluxo de perfusfo|Cond, hidriulica ALp
pos do(ﬁ;?ulo {(nl/min) (10 cm/seg.atm) 19w%m/a_atm
Basal AVP Basal AVP
Contrl 1,5 16,6 19,4 18,6 183, 3% 164.,8
(n=5; 0,2 *1,6 1,0 *12.,7 *28,9 +32,9
Co 1,8 15,2 15,3 82,3 208, 4% 126,1
(n=5) 0,3 0,5 *2,0 | *19.,4 +38.,9 41,5
EC 1.9 17,4 21,2% 1 103,3 214, 3%xe 111,0
(n=&) 0,2 *1,7 2,0 +38,0 +31.8 +12,5
UW 2,1 18,7 20,6 48,9 164, 8% 115,9
(n=5) +0, 2 *1,1 +0.8 +23,2 +27,2 4,6
X * EPM;

ALp = Lp AVP - Lp Basal (= incremento da Lp)
¥ teste ¢ pareado (p < 0,05): Basal x AVP
¢ teste ¢ n3o pareado (p < 0,05): Controle x Conservados

Quando se adioionou o AVP ao banho, no lado peritubular,
observou-se que as condutividades hidraulicas obtidas nos grupos de
congervasdo nio diferiram estatisticamente entre si, nem do grupo
controle. Por outrc lado, a adicZiio de AVP no lado peritubular
provocou, em todos os grupos, um aumento significativo na Lp, emn

relacdo ao poriodo basal.
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Esses dados sugerem que, embora a Lp esteja elevada em
relac¥o ao controle, mnos grupos de conservas®o nas solusBes de
Collins e Euro-Collins, durante o periodo basal, hd uma resposta
efetiva & AVP, conforme se verifica pela elevac3io da Lp no periocdo de
estimulasio. Por sua vez, isto pode sugerir que a alterasdco da
permeabilidade da membrana nesses grupos ndo afeta a reaﬁosta 8o
hcrmanio. Assim, a reabsor¢io de sgua estaria ocorrendo tambem por
outra via independente da vasopressina.

uando se observa o ALP, ou seja, o incremento da Lp em
presenca de AVP, nota-se que nZo h4a diferenca nos valores encontrados
nos grupos de conservasfo, em relasdo ao controle e nem entre os

proprios grupos de conservacdo.

o Lp {10-7 cm/seg.atm}

200

160

100

50

JEC ﬁ%ﬁUVVI

Figura 3 - Representasio grafica dos valores médics (! EPM) da
condutividade hidraulica de TCCs nEo conservadog
{controle, C) e conservados durante uma hora nac soluces
de Collins {Co), Euro-Collins (EC) e Universidade de
Hisconsin (UW) a 4°C.
¥ teste ¢ pareade (p < 0082 Basal x AVP
® ieste § nllo pareado (p< GUSr: Controle x Conservades
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De maneira geral, esses resultados demonstram aque as
solugSes conservadoras de Collins e Euro-Collins aumentam a
permeabilidade osmotica 4 4gua, na auséncia de estimulo hormonal em
tubulos coletores corticais, quando estes s%c provenlentes de

fragmentos incubadoe nas referidas solucdes, a 4-C, durante uma hora.

Z - Consgervasfo Durante 24 Horas

Nesse protocolo, os fragmentos foram conservados nag
solug®es de Collins, Ruro-Collins e da Universidade de Wisconsin -
U, a 4°C, durante 24 horas. Os tubuleos foram, entSo, dissecados e
perfundidos, sendo as coletas do periodo basal realizadas apos 30 min
de equilibrio. Apds o periodo basal, adicionaram-se 200 vU/ml de AVP

ao banho, seguindo-se a coleta de amostras.

~ Conservas8o em Solusdo de (Collins

Conforme se verifica na tabela 6, os tdbulos coletores
corticais de 1,4 £ 0,1 mm dissecados de fragmentos conservados na
solugZo de Collins apresentaram, no periodo basal, uma condutividade
hidraulica (Lp) média de 65,1 * 26,1 x 10 'cm/seg.atm, observando-se
uma grande variabilidade nos valores individuais, nesse pericdo.

Quando se adicionaram 200 wU/ml de arginina-vasopressina ao
banho peritubular, nZo houve um aumento significativo na Lp, cujo
valor foi de 63,7 * 14,7x10 cm/seg.atm.

Outro aspecto da tabela a ressaltar & que, ao contrario do
que aconteceu apds uma hora de conservacfo, os valores da Lp
encontrados no periodo AVP, além de muito baizos, apresentaram tambdm

uma grande variabilidade de tUbule para tubulo, fazendo BupoOr &
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ocorréncia de diferentes graus de lesdo celular pés-conservacio.

NZo houve alteracfo significativa no fluxo de perfusio, que
passou de 14,7 £ 1,9 nl/min, no periodo basal, para 15,4 =* 1,4
nl/min, no periodo de estimulas3o com AVP. Observa-se, também, que
nZo houve um incremento na Lp com a adicZo de AVP. Ao contrério, um
ALp de -1,4 * 24,4 x 10 ‘cm/seg.atm parece indicar que houve, sim,

uma inibicfo da condutividade hidréulica.

TABELA 6. Valores individuais (n = 11) e m#¢dios (& EPM) da func3o de
tubulos coletores corticais, obtidos de Ffragmentos renais
conservados em scolusdo de Collins durante 24 horas, a 4°C.

Ccmpyimento Fluxo de ?erfuﬂﬁa Cond, hidraulica ALp
do tubulo {(nl/min) (10 com/seg.atm) =
(mm) Basal AVP Basal AVP 10 cn/s.atm
2,0 15,4 16,7 56,6 56,6 0
1,0 8,6 11,8 ~-16,0 2,2 18,2
0,9 8.6 10,3 32,7 146,1 113,4
1,4 9,3 9,7 58,8 97,9 39,0
1,4 8,3 10,2 ~12,4 13,5 25,9
1,4 249 21,0 285,6 125,6 ~-170,0
1,9 17,0 19,5 49,6 26,5 -23,1
1,1 13,6 12,7 87,9 8,6 ~79,3
1,3 26,3 19,1 89,6 61,6 -28,0
1,3 13,8 20,6 87,6 63,2 -24,4
1,9 16,1 19,1 -14,1 99,0 113,1
1,4 14,7 15,4 65,1 63,7 -1,4
0,1 *1,9 1,4 +26,1 14,7 *24.,4
X & EPM

4Lp = Lp AVP - Lp Basal (= incremento da Lp)

~ Conservaséio em Solusdo de Ruro-Collins
A tabela 7 mostra os valores da condutividade hidraulica de

TCCs de comprimento medio igual a 1,6 =+ 0,3 mm, provenientes do
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fragmentos conservados durante 24 horas na solu¢io de Euro-Collins.

No periodo basal, quando n¥o havia presenca de horménio, o
valor m¢dio da condutividade hidréulica foi de -~12,6 * 38,6 =
iﬁqcm/seg,atm, sempre que os tdbulos foram perfundidos com um fluxo
médio de perfusZo de 16,4 + 1,9 nl/min. Apés o estimulo com AVP, a
condutividade hidraulica apresentou uma elevasZo nio significativa,
rassando para“56,3 * 13,8 = Iichm/seg.atm. Nio houve, também,

alteras®o significativa no fluxo médio de perfusdo, que foi de 18,5 *

1,0 nl/min neste periodo. O incremento na Lp foi de 68,9 = 41,8 =

10" cn/seg . atm.

TABELA 7. Valores individuais (n = 7} e médios (* EPM) da funcio de
tubulos coletores corticais provenientes de fragmentos
renais conservados em solucio de Euro~Collins, a 4°C, por
24 horas, nos periodos basal e AVP.

Comprimento Fluxo de perfusZo Congi hidraulica
do tubulo (nl/min) (10 "cm/seg.atm) ALp
(mm) Basal - AVP Basal AVP 10 én/6. atm
1,5 24,0 i 21,2 -20,0 38,5 58,5
1,6 17,8 17,9 102,7 18,1 -84,6
1,3 21,5 22,3 33,9 38,8 4,9
0,8 13,2 15,2 52,4 128,6 76,2
2,1 15,4 16,8 -24.,9 69,8 94,7
1,1 11,7 17,2 -219,4 59,1 278,5
3,0 11,2 18,4 -12,9 41,1 4,0
1.6 16,4 18,5 ~-12.6 56,3 68,9
0,3 1,9 1,0 +38,6 +13.,6 t41,6
X * EPM

ALp = Lp AVP - Lp Basal (= incremento na Lp)
¥ teste ¢ pareado (p < 0,05): Basal x AVP

Nota-se que esse grupo apresenta uma grande variabilidade

da Lp no periodo bagal, com a presensa de wvalores altamente
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negativos. No periodo AVP, também ocorreu muita variasio dos valores,
ao contrério do que aconteceu com a conservacio durante uma hora,
nessa mesma solucfo. Além disso, os valores agui s%o mnuito mais

baixos que os dos TCCs provenientes de fragmentos conservados por uma

hora.

~ Conservacfo em Solupdo da Universidade de Wisconsin

A tabela 8 apresenta os valores de Lp relativos aos tubulon
provenientes de fragmentos conservados na solucfo da Universidade de
Wisconsin, durante 24 horas.

TCCs de, aproximadamente, 1,9 * 0,2 mm de comprimento
apresentaram uma condutividade hidriulica média, no periodo basal, de

65,7 * 27,8 x 10 ‘cm/seg.atm.

TABELA 8. Valores individuais (n = 8) e médios (* EPH) da fung¥o de
tubulos coletores corticais, obtidos de fragmentos renais
congservados, a 4°C, durante 24 horas, na solusio da
Universidade de Wisconsin (UW), nos periodos basal e AVP.

Comprimento Fluxo de perfusio Congﬁ hidraulica
do tubulo {(nl/min) (10 "com/seg.atm) ALp
(mm) Basal AVP Basal AVP 110 &m/s.atn
2,4 15,8 17,6 16,9 116,2 98,3
1,1 17,2 17,8 247,3 184,56 -62,8
1,6 14,6 16,4 54,8 88.1 33,3
2,4 14,6 21,2 -16,2 226,0 242,2
1,5 16,6 15,9 44,2 93,7 49,5
2,3 23,8 23,0 76,8 52,7 ~24,1
1,8 16,8 15,1 59,7 47,5 -12,2
2,4 18,5 19,5 41,8 70,6 28,8
1,9 17,3 18,3 65,7 109 9 44,3
0,2 *1,0 1,0 +27.,8 t22 6 33,3
X * EPM
alp = Lp AVP - Lp Basal (= incremento na Lp)

* teste ¢ pareado (p < 0,05): Basal x AVP
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Aqui também houve uma grande variabilidade nos valores
individuais; porém, os valores encontrados nZo diferem muito daqueles
verificados no grupo conservado nessa solu¢io por uma hora.

Quando se adicionou AVP ao banho, a condutividade
hidradulica se elevou para 109,9 * 22.6 x lﬁqgm/seg.atm, n&o Be
registrando diferenca estatistica entre os valores dos periodos basal
e AVP. Apesar disso, com o estimulo hormonal, houve um incremento de
44,3 * 33,3 x 10 ‘com/seg.atm na Lp.

N2Zo houve alteracZo significativa no fluxo de perfusio, que

foi de 17,3 * 1,0 nl/min, no periodo basal e de 18,3 * 1,0 nl/min, no

periodo AVP.

- Resumo da Conservacdio Durante 24 Horas

A tabela 9 e figura 4 mostram os valores me¢dios (* EPHM) da
condutividade hidraulica (Lp) do grupo controle e dos grupos de
conservasio durante 24 horas.

No periodo basal, nZc houve diferenca entre os valores de
Lp dos grupos de conservacZc e os do grupo controle. No periodo de
estimulo com AVP, observa-se que nZ¥o houve uma resposta efetiva ao
horménio em tdbulos provenientes de fragmentos conservados em solucio
de Collins e Euro-Collins, cujos valores médios de condutividade
hidréulica sﬁo‘menores (p < 0,05), em relas3o ao controle.

Os tubulos conservados em solusio de Wisconsin nio
apresentaram aiferenqa estatistica na condutividade hidraulica ap®s o
estimulo com arginina-vasopressina em relacioc aoc controle. Esses
resultados sugerem que a solugZo UW & a que melhor preserva  asg

funs®es do tubulo coletor cortical apds 24 horas de congservacio.
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renalis
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ttbulos
nao

UW

24 horas nas solugdies de Collins, Euro-Collins e
(grupos 2a, 2b e 2¢, respectivamente).
Gru Comprimento | Fluxo de perfusZo Cond, hidraulic
P, do tubulo (nl/min) (10 cm/seg.atm) ALp
5 (mm) Basal AVP | Bagal AVP |10 ch/s.atm
Controle 1.5 16,6 19,4 18,6 183, 3% 164.8
(n=7) 0,2 *1,6 *+1,0 12,7 28,9 +32,9
Collins 1,4 14,7 15,4e 66,1 63,7e -1,4e
{rn=14) 0,1 1,9 1.4 26,1 +14,7 +24.,4
Euaro-Co 1,6 16,4 18,5 -12.,6 56, 3@ 68,9
(n=23 *0,3 *1,9 *1.0 38,6 13,6 +41,6
UwW 1,9 17,3 18,3 65,7 109,9» 44, 3%
(n=8) 30,2 *1,0 1,0 *27,8 422,86 £33,3
X *+ EPM

ALp = Lp AVP - Lp Basal (=

incremento na Lp)

¥ teste t pareado (p < 0,05): Basal x AVP
¢ teste ¢ nZo pareado (p < 0,05): Controle x Conservados
» Analise de Variancia ANOVA (p < 0,08): UOW = Collins, Euro-Collins

Lp(10-7 cm/seg.atm
200 p a ) T
*
150 4
»
100 -
@ @
I
”50 T L T
BASAL AVP
AN co Hllec 2 UwW

Figura 4 - RepresentacZo grafica dos valores médios (& EPM) da Lp de

TCCs nZo conservados, controle, (C) e conservados durante
24 horas nas solucSes de (Collins {(Co), Euro-Collins (EC) e
Universidade de Wisconsin (UW) a 4-°C.

¥ teste ¢ poareade (p < 0,0%): Basal x AVP, ® iteste € parec
doe (p <« O,08): Fanal ise de Yardn-

cla (ANOVAY (p < 0,0%):

Cerirole % Conservados:
Uw ¥ o e EC
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Por outro lado, quando se observa o incremento na
condutividade hidréulica (ALp), pode-se notar gue apenas o valor
encontrado no grupo conservado em soclug¥o de Euro-Collins nio ¢
diferente, estatisticamente, do controle. Isto, porém, pode ter
ocorrido em funcio do valor negativo de Lp encontrado no periodo

basgal.

- Comparas@o entre a Conservacdo Durante 1 e 24 Horas

A tabela 10 e a figura 5 sumarizam os resul tados
encontrados na conservacfo de fragmentos. Nessa tabela e figura,
estdo expressos os valores médios da condutividade hidraulica
encontrados em TCCs provenientes de fragmentos n3o conservados
(controle) e conservados durante uma & 24 hs nas solusBes de
Collins, Euro-Collins e UW, a 4°(.

As soluc®Bes de Collins e Euro-Collins provocaram um aumento
na condutividade hidraulica ap®s uma hora de conservasio, em relasdo
ao controle e ao grupo conservado na solucioc de Wisconsin, mesmo na
ausencia de estimulo hormonal (periodo basal). Apés 24 horas de
conservacio, este fato nZo ocorreu, uma vez que 08 valores
encontrados no periodo basal, nas trés solusBes, nio diferem do grupo
controle. Também nZo se verificou diferensa estatistica entre 08
valores médios de Lp encontrados entre 08 grupos de conservacio

durante o periodo basal.

Qs tﬂbﬁlos obtidos de fragmentos renais conservados om
solusdo de Euro-Collins apresentaram um valor muito alto de Lp no
periodo basal ap®s uma hora de conservasdo, em relagfo aoc controle, o
qual difere (p < 0,05) do valor encontrado quando se conservou on

fragmentos na mesma solucio durante 24 horas.
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TABELA 10 - Media (* EPM) da condutividade hidriulica de tubulos
coletores corticais obtidos de fragmentos renals
nZo conservados (controle) e comservados 2 4°C durante 1
e Z4 horas nas solugBes de Collins, Euro-Collins e UW
(sub-grupos la, 1b, lc, 2a, 2b e 2¢).

Condutivggade Hidraulica (Lp)
(®x 10 cmsBeg. alm)
GR BASAL AVP
U N
Foq Oh 1h 24hs Oh 1h 24hs
18,6 183, 3% o -
Controle +12.7 e e +28.9
R 83,5t 65,1 236, 0%t 63,7e
Collins — +20.5 £26.1 — +35. 3 +14.7
103, 3t -12,6 214, 3%+ 56, 3e
Buro-Coll|  — +38.0 +38.6 —_ +31.8 £13.6
W L 48,9 65,7 . 164, 8% 109,9»
23,2 +27.,8 +27, 22,6
X + EPM
* teste ¢ pareado (p < 0,05): Basal x AVP
® teste ¢ nio pareado (p < 0,05): Controle x Conservados
¥ teste t n3o pareado (p < 0,05): 1h x 24hs
P Analise de Variancia ANOVA (p < 0,05): UW (24hs) = Collins e

Euro-Coll (24hs)

De modo geral, esses dados parecem indicar gque um dos
efeitos das solusPes conservadoras utilizadas ¢ a alteragio na
permeabilidade & Agua, mesmo sem a estimilas®o hormonal em tobulos

coletores corticails.

Quando se estimula com AVP, ha uma resposta ao hormonio
apcs 1 hora de conservasio. Porem, ap®s 24 horas de conservasao, ha
uma gqueda na regposta estimalatéria do horm&nio sobre a
permeabilidade 2 Agua em funcio do tempo de congervasio nas solucBes
de Collins e Euro-Collins {(teste de correlascZo, r=0,8 ), sendo aque,

apenas o8 tUbulos provenientes de fragmentos conservados na solusio

da Universidade de Wisconsin parecem manter a resposta ac estimalo
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hormonal.

Esses resultados parecem indicar que a solucfo de Wisconsin
seria a mais efetiva na conservagiio de tubulos coletores corticais,
mesmo  apds 24 horas de incubacZo. Por ountro lado, tubulog
provenientes de fragmentos renais conservados em Euro-Collins sio og

que apresentam maior queda na funcio apés 24 horas de conservasio.

Lp(10-7 cm/seg.&tm)
260 et ot

200 1l

160

100

*
____
=%

60

_50 ¢ i £ H
CTRL COTMH CO24HS ECTH EC 24HS UW TH UW 24HS

BASAL [§ avp l

Figura 5 - RepresentasZo grafica dos valores mé¢dios (* EPM) da
condutividade hidraulica de TCCs n3o congervados, controle
¢ conservados durante 1 e 24 horas nas soluctes de Collinn
(Co), Euro-Collins (EC) e Universidade de Wiscongin (UW) &

4°C. ¥ teste ¢ pareado (p < ©,05%: Buasal x AVY; @ taste
o poreado (p ¢ ©,05:; Gtrl %x Conservados; T teste A Eats O
poreado (p ¢ ©0,05); 4 w 24 heg ! ¥ andlise de vartdncia

CANOVAY (p ¢ 0,0%): UW # Co e EC (24 hs
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Aspectos morfologicos:

A figura 6 apresenta o aspecto morfoldgico de um +tUbulo
coletor cortical do grupe controle no pericdo basal. Pode-se notar
que o lumen ¢ bem aberto, as células se encontram bem planas, eendo
que se pode distinguir somente a membrana basal. ApSs o estimulo com
AVP (figura 7), as c¢lulas apresentam-se com volume celular aumentado
e ficam bem delineadas. Conseqlientemente, hi uma dimiuicZo do lumen
tubular, evidenciando a resposta egperada ao estimulo.

ApSs a conservasdo do fragmento durante uma hora, os
tdbulos apresentam-se com o volume celular bastante aumentado, mesmo
na auséncia da AVP, como se pode observar na figura 8. Decorrido um
preriodo de equilibrio de 30 minutos, h& um retorno & morfologia
normal nestas circunsténcias, na qual as c¢lulas voltam a ficar
planas e o lumen tubular bem aberto. Quando se administra AVP, as
células voltam a aumentar de volume (figura 9).

Apds 24 horas de conservagZo nas soluctSes de Collins e
Euro-Collins, no periodo basal, o aspecto morfolégico dos TCCs ge
assemelha muito aguele do controle; porém, quando se adminigtra AVP,
nZo ocorre o esperado aumento do volume celular, nem as c¢lulas se
tornam bem delineadas (figura 180). Apenas os TCCs conservados nac

solusio de Wisconsin demonstram resposta ao hormonio.



Figura 6-:

Figura 7:

o
i

Aspecto morfoldgico do tubulo coletor cortical do er

controle, periodo basal. Aumento de 100x
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upo

Aspecto morfolégico de um tubulo coletor cortical do grupo

controle, ap®s estimulo com AVP. Aumento de 250x.
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Figura 8: Aspecto morfoldgico de um +tubulo coletor cortical

proveniente de um fragmento renal conservado (soluc3o de
Collins, de EBuro—-GCollins ou da Universidade de

Wisconsin), a 4°C, durante uma hora, perfodo basal.
Aumento de 250x.

Figura 9: Aspecto morfolégico de um tubulo coletor cortical
proveniente de fragmento renal conservado (solusio de
Collins, de Euro-Collins ou da Universidade de
Wisconsin), a 4°C, durante uma hora, ap®s estimulas3o com
AVP. Aumento de 250x.
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Figura 10: Aspecto morfolégico de um tubulo coletor cortical
proveniente de fragmento renal conservado (solusZio de
Collins ou de Euro-Collins), a 4°C, durante 24 horas, na
auséncia e presensa de estimulo hormonal (periodos basal
e AVP). Aumento de 250x.

IIT - Estudo Funcional de Tubulos Coletores Corticais Isolados,

Conservados em Camaras Especiais

ApSs observar os resultados obtidos da conservagfo de
fragmentos durante 24 horas, verificou-se que os tubulos provenientes
de fragmentos conservados em solusio de Euro-Collins eram os que
apresentavam a maior queda na funsfo, quando estimulados com
arginina-vasopressina. Por outro 1lado, +tubulos provenientes de
fragmentos conservados na solus3o da Universidade de Wisconsin eram

o8 que apresentavam a melhor funcio,l quando estimulados com AVP,
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depois de 24 horas de Preservasfo. Com base nisto, decidiu-ge
verificar como se comportariam esgses tuUbulos, quando em contacto
direto com tais solusBes. Assim, utilizaram-se caparas especiais de
conservas®o contendo as solug®es conservadoras, a 4°C. TCCs, apssg
serem dissecados de fragmentos renais frescos, nio conservados, foram

transferidos para essas cdmaras, onde foram incubados por varios

reriodos de tempo.

- Conservagdo Direta em Solugdo de Euro-Collins

Tdbulos coletores conservados durante uma hora ( n = 5} em
solucfo de Euro-Colling {(tabela 11), apés terem sido rerfundidos com
um fluxo de perfusio de 19,1 £ 1,0 nl/min, apresentaram, no periodo
basal, uma condutividade hidraulica média de 54,0 = 40,0 x
lﬁﬁcm/seg_atm. Quando se adicionaram 200 ~#U/ml de AVP ao banho
peritubular, a condutividade hidraulica aumentou para 178,0 * 62,3 «
ldwcm/ﬁeg,atm, valor esse n3o estatisticamente diferente daquele do
periodo basal. Isto ocorreu devido 2 grande variabilidade de valores
individuais encontrada em ambos os periodos. Parece que o contato
direto com a solucio conservadora de Euro-Collins, durante uma hora,
altera profundamente a estrutura celular. Por outro lado, cada tubulo
parece responder de um modo diferente 2 conservasao. Apesar disto,
rode-se observar que, em m¢dia, houve um incremento na Lp de 125,0 =
70,8 10'?cm/seg,atm“ Houve também um aumento (p < 0,05) no fluxo de
rerfusfo, no periodo de estimulas®o hormonal, para 23,9 £ 1,2 nl/min.

Quando tubulos coletores corticais foram incubados nas
camaras especiais com a solugio de Euro-Collins, durante 3 horas {n =
4) (tabela 11), observou-se um fato novo: durante o periodo basal, os

tubulos ji& apresentavam uma condutividade hidriulica muito elevada,
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de 157,8 * 19,6 « 10 "cm/seg.atn.  Esse valor  também &
significativamente (p < 0,05) mais alto, quando comparado com a Lp

média do grupo conservado durante uma hora. Nesse grupo, pode-ge

TABELA 11. Valores individuais e médios (* EPM} de +tubulos
coletores corticais, conservados diretamente em
solucio de Euro-Collins, a 4°C, durante uma, 3 e 24

horas
Tempo Fluxo de perfuso Congﬁ hidriulica
de (nl/min) (10 "cm/seg.atm) ALp
ConservagZo Basal AVP Basal AVP 10_ém/s.atm
18,4 22,7 21,7 133,3 111,6
1 15,9 21,7 178,1 48.4 -129,7
g 21,6 28,2 -61,1 61,3 122, 4
R 19,1 22,1 26,8 285,8 259,0
A 20,3 24,6 104,5 361,2 256,7
- 19, 1» 23,9% 54,00 178,0 125,0
X £ EPM 1,0 *1,2 +40,0 t62,3 76,8
3 23,4 21,0 125,5 175,8 50,3
g 32,4 29,0 140,3 176,2 35,9
R 21,7 21,6 151,1 121,6 ~29.5
g 19,6 23,1 214,3 191,1 -23,2
- 24,3 23,7 157,8 166,2 8,4
X * EPM 2.8 +1.8 +19.8 +15.3 +20.3
24 18,3 18,9 13,1 104,3 91,2
H 10,4 17,8 -3,7 70,2 73,9
g 20,0 18,0 207,3 125,5 -81,8
A 27,5 34,7 150, 2 132,2 -18,0
S 29,0 33,9 i83,1 136,9 ~46,2
< 21,0 24,7 110,0 113,8 3,8
+ ] » » ] »
X * EPM | %34 +3.9 +44.0 12,2 | 338
]
X * EPM
¥ teste ¢ pareado (p < 0,05): Basal x AVP
» Andlise de Variancia ANOVA (p < 0,056): 1h = 3 ¢ 24 hs
ALp = Lp AVP - Lp Basal (= incremento na Lp)
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observar que os valores individuais s%o mais uniformes, em relagdo ao
mesmo perfodo do grupo anterior. A adicZo de AVP n3Eo alterou,
significativamente, o8 valores da condutividade hidraulica, cujo
valor médio foi de 166,2 * 15,3 x ldqhm/seg.atm. 0 incremento da Lp,
portanto, foi de 8,4 * 20,3 «x }jf$cm/seg.atm, incremento eBse
considerado pequeno, porque o basal j& se apresentava elevado. Assim,
o8 +tubulos parecem nZo responder 2a estimulacZoc com AVEP, Se
compararmos esses tUbulos com aqueles conservados durante uma hora,
verificaremos que hi& uma queda no incremento da Lp, embora a mesma
nZo seja diferente, do ponto de vista estatistico.

NZo houve alterac¥o significativa no fluxo de perfusio
entre os periodos basal e AVP, embora o fluxo no pericde basal, que
foi de 24,3 * 2,8 nl/min, tenha sido superior (p < 0,05) ao fluxo de
perfusZo no mesmo periodo dos tubulos comservados durante uma hora.
Isto se explica pela elevada condutividade hidraulica apresentada no
periodo basal.

ApSs 24 horas de conservacio direta na solusdo de
Euro-Collineg (n = 5), a candutividade hidrdulica .média no periodo
basal continuou elevada, apesar dos valores individuais apresentarem
uma certa variabilidade. O valor mé¢dio da Lp encontrada nesse reriodo
foi de 110,0 * 44,0 « 10" “cm/seg.atn. Esse valor nZo @
estatisticamente diferente daquele encontrado nos tubulos conservados
durante 3 horas, mas difere significativamente {r < 0,05) daguele
encontrado em tdbulos conservadés durante uma hora. Quando se
adicionou AVP, observou-ee que também nZo houve uma resposta efetiva
ao horm®nio. A condutividade hidraulica média encontrada apogn
estimulacfio com AVP foi de 113,8 * 12,2 x 10 "cm/seg.atm, sendo que

esse valor n¥o difere estatisticamente daquele do periodo basal. 0
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incremento, nesse grupo, foi de 3,8 * 33,8 = 1dqcm/seg.atm, o gual
n3o difere dos grupos anteriores por causa da grande variabilidade de
resposta. Porém, esses resultados parecem indicar uma perda de
func&%o, apds 24 horas de congervasfo direta.

N30 houve diferenca entre os fluxos de perfusio entre os
periodos basal e AVP, embora o fluxc médio no periode basal seja
diferente (p < 0,05) do fluxo mé&dio encontrado noe periodo basal de

tdbulos coletores conservados durante uma hora.

- Conservagdo Direta em Solug@o da Universidade de Wisconsin

Os resultados da conservasio direta de +tubulos coletores
corticais em cimaras especiais contendo solugdo da Universidade de
Wisconsin estZo expressos na tabela 12. TCCs conservados diretamente
na solusio de UW durante uma hora (n = 6) apresentaram, no periocdo
basal, uma condutividade hidraulica de 109,7 * 45,0 » 10  cm/seg.atm.
A adizZo de AVP ao banho peritubular nZ%c alterou significativamente
esse valor. 0 valor médio encontrado no periodo de estimulasio
hormonal foi de 165,8 * 38,0 = 10 cm/seg.atm. O incremento médio na
Lp, portanto, foi de 46,9 * 60,7 » 10 ‘cm/seg.atm. Observou-se que,
no periodo basal, apesar do valor médic ter sido alto, houve uma
certa variablilidade nos valores individuais. Isto poderia indicar que
cada tubulo responde de um modo diferente a conservas3do. Ksses
resultados indicam que a ropulasfo de néfrons de um rim nio é
uniforme. Nesse grupo, nio houve alteragZo significativa no fluxo de
perfusZo, que passou de 20,3 =+ 2,7 nl/min, no pericdo basal, para
24,5 * 1,4 nl/min, no perfodo AVP. Os tubulos coletores conservados
diretamente na golu¢®o de UW durante 3 horas apresentaram uma

resposta 2 condutividade hidraulica que, estatisticamente, nio
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TABELA 12. Valores individuais e médios (* EPM) da funsZo de
tubuleos coletores corticais incubados durante uma, 3
¢ 24 horas em caAmaras especiais de congervasio,
contendo solu¢fo da Universidade de Wisconsin, a 4°C

Tempo Fluxo de perfus3io Con§§ hidraulica
de (nl/min) (10 "cm/seg.atm) ALPp
Conservagdo —p =y AVP Basal AVP 10 Zn/s.atm

9,6 21,5 243,8 158,6 ~85,2

1 26,8 23,1 86,0 63,2 -22,8

g 27,6 26,8 241,1 166,6 -74,5

R 19,8 29,4 38,7 324,8 286,1

A 19,0 20,5 76,0 85,5 9,5
19,1 25,7 -27,7 195,9 168,2

R I S At T 5 S+ v
17,6 22,3 4,2 110,4 106,2

3 17,7 25,3 246, 6 259, 2 12,8

g 20,1 22,6 292, 4 172,0 ~120,4

R 28,4 29,7 157,6 254,0 96,4

g 18,1 19,6 118,0 87,4 -30,6
20,6 24,2 100,1 176,5 76,4
¥+ EEM 20,4 24, 0% 153,2 176,6 23,4
1,7 *1,4 +42.6 £29,0 *+35,9

17,2 25,4 117,9 89,1 ~28,8
24 21,6 18,8 -6,7 22,8 29,5
H 15,5 24,2 36,2 87,9 51,7
g 20,9 23,4 77,7 149,0 71,3
A 16,3 21,5 170,4 182,9 12,5
s 22,4 33,9 36,9 205,9 169,0
24,0 36,0 52,9 129,5 76,6
X + EPM 19,7 26, 2% 69,3t 123, 9% 54,5
[ 1,3 *2,4 | +22,3 23,7 | *23,5

* EPM

Analise de variincia (ANOVA) (p < 0,05): 24hs ~ 3hs
Lp = Lp AVP - Lp Basal (= incremento na Lp)

X

* teste t pareado (p < 0,05): Basal x AVP
1.

A
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diferiu daguela observada no Erupoc de tubulos conservados durante uma
hora. Aseim, a Lp mé¢dia no periodo basal foi de 153,2 * 42,6 =«
10 cm/se . atm €, no periodo de estimulasio com AVP, de 176,6 =
29,0x104bm/8eg.atm, valores esses que também nZ%Zo diferiram entre
£8i.0 incremento obtidoe para esse grupo foi de 23,4 =
35,9x10qcm/seg.atm e também nZo ¢ diferente do grupo anterior. 0O
fluxo de perfusZo, que no periodo basal foi de 20,4 * 1,7 nl/min,
aumentou (p < 0,05) para 24,0 * 1,4 nl/min no periodo de estimulasdo
hormonal. Esses valores, no entanto, n3%o s3c diferentes daqueles
encontradosg, nos perfodos basal e AVP, no grupo conservado
diretamente durante uma hora.

Na tabela 12, pode-se também observar gque o8 valores
individuais de condutividade hidraulica, no periodo basal,
apresentam-se mais uniformes, sem tanta variabilidade.

ApSs a incubacZo direta em solucZo de Wisconsin durante 24
horas, ?CCB perfundidos com um fluxo de perfus3o de 19,7 * 1,3 nl/min
apresentaram uma condutividade hidraulica média, no periodo basal, de
69,3 £ 22,3 x 10 ‘cm/seg.atm. Quando esses tibulos foram estimulados
com AVP, houve um aumento (p < 0,05) no fluxo de prerfusio para 26,2 %
2,4 nl/min, acompanhado de uma elevasZo (p < 0,05) na Lp para 123,9 =
23,7 x 10ﬂbm/seg.atm- 0 valor m¢dio da Lp encontrada, no periodo
basal, nesse grupo, diferidy significativamente daguele encontrado no
grupo conservado durante 3 horas, mas nZc daquele conservado durante
uma hora. Além disso, o incremento (ALp), gue foi de 54,5 * 23,5 «x
]If?cm/seg.atm, também n¥o diferiu dos grupos anteriores. A elevacZo
encontrada no fluﬁo de perfus3o pode ser explicada ou pelo aumento na

condutividade hidraulica, o que levaria a um aumento na reabsorsdo de

fluido tubular e por isso demandaria um fluxo maior, para manter
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constante o tempo de coleta, ou pela diminuicZo do volume celular e
abertura do ldmen tubular. Além dissc, o fluxo elevado indica que o
ldmen tubular deve estar desobstrufdo sem debris celulares.

A tabela 13 e figura 11 representam o resumo da incubagdo
de tGbulos isoclados em cimaras especiais de conservas3o, contendo
solugfo de Euro-Collins ou solusZo da Universidade de Wisconsin, a
4°C, durante uma, 3 e 24 horas.

Quando se comparam os valores de condutividade hidraulica
obtidos dos +tubulos conservados com agueles nio congervados
(controle), observa-se que todos o8 grupog, exceto aguele conservado
em solugio de Euro-Collins durante uma hora, apresentaram valores
medios de Lp, no periodo basal, significativamente (p < 0,05)

elevados, em relag3o ao mesmo preriodo do grupo controle.

TABELA 13. Fun¢Zo de +tubulos coletores corticais nZo conservados
(grupo controle) e conservados durante uma, 3 e 24 horas enm
camaras especiais de conservasio, contendo solucXo de
Euro-Collins e de Wisconsin, a 4°C, periodos basal e AVP

Condutividade7ﬂidréulica (Lp)
(x40 ‘cmsseg. atms

GRUPOS |BASAL AVP ALp GRUPQS |BASAL AVP ALp

18,6 183, 3% 164,8 18,6 183, 3% 164,8
Control +12.7 +28.9 . +32.9 Control +12.7 +28.9 +32.9
E 1h 54,00 178,0 125,0 |0 1h 109,7e 165,8 46, 9e
1) 40,0 62,3 70,8 |K *45,0 +38,0 60,7
R I
0 3he 157, 8e 166,2 8,48V 3h 153, 2 176,6 23,48
- +19,6 *15,3 20,3 |, & lx42.6 +29,0 +35,9
c

I

O 110, 0e 113, 8e 3,8e 69, 38t 123, 9% 54,5
L 2488 |i44’0 12,2 +33,8 |2 24B8 [1p5 3 23,7  +23.5
X + EPM
* teste t pareado (p < 0,05): Basal x AVP
¢ teste ¢ n%o pareado (p < 0,05): Controle x Conservacfo
+ teste t nZo pareado (p < 0,05): 3 = 24 he (UW)
» Anidlise de Variaincia ANOVA (p < 0,05): 1h = 3 e 24 hs (Euro-Coll)
ALp = Lp AVP - Lp Basal (= incremento na Lp)
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Figura 11 - RepresentasZo grafica dos valores médios (* EPM) da
da condutividade hidraulica de TCCs n3o conservados
(controle) e conservados diretamente durante uma, 3 e 24
horas nas solucBes de Collins, de Euro-Collins e da
Universidade de Wisconsin, a 4°C. X teste t parcado (p <

C,05): Basal X AVP; @ teste £ nic paresado (p < OL,056);
Controle x Conservados; ¥ tesie { nlo pareado (p < D,05n
8 X 24 horas (UW>; P andlise de varifincia { ANCOVA?} ip <

CG,O05: 4 *# 3 @ 24 horas {(ECY

Por outro lado, no periodo de estimulas&o com
arginina-vasopresgsina, nenhum dos valores encontrados difere
estatisticamente daquele encontrado no grupo controle. Se féssemos
analisar somente esse periodo de estimulagZfo, poderiamos dizer que em
todos os grupos houve uma 4tima fungZo tubular e que, portanto, ambas
as solugBes conservaram bem esses sgegmentos do néfron.

Porém, quando se observa o incremento na Lp apén

- estimulac¥o hormonal, verifica-se que, exceto os tubulos conservadog
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enm solucfio de Euro-Collins durante uma hora, +todos o8 outroes
apresentaram uma queda (p < 0,05) no incremento da Lp, em relacdo ao
controle. Assim, quando comparado ao controle, esses dados parecen
indicar que somente tlbulos isolados conservados em solugio de
Euro-Collins durante uma hora mantém boa fungZo celular. No entanto,
quando ge compararam as duas solugBes, nfo se obtiveram diferen@as
estatisticas entre elas. Esses resultados nos mostram que ha uma
grande variabilidade individual entre os tubulos de um nmesmo rim e

que cada tubulo reage de maneira diferente a conservasioc nesgag

solusctes.

Para se entender um pouco mais o que Bse pagssa Ccom egsas
cé€lulas no processo de conservacio, levando-se em conta a elevada
condutividade hidraulica no periodo basal, observada ap®s 3 horas de
conservasio direta na solus®o de Buro-Collins, decidiu-se a estudar
como se encontrava a permeabilidade difusional 2 dgua, ou sgeja, o
fluxo de Agua nesse epitélio, sem a forgca de um gradiente ogmético.
0s resultados est3o represéntados na tabela 14 e figura 12.

A permeabilidade difusional média em tubulos coletores
corticais nZ%o conservados (grupo controle), no periodo basal, quando
os tubulos foram perfunaidos a um fluxo médic de perfusfo de 21,8 =
1,9 nl/min, foi de 93,2 * 17,2 » lﬂmﬁcm/s. Quando se adicionaram 200
HUO/m) de arginina-vasopressina ao banho peritubular, a permeabilidade
difusional elevou-se de Fforma significativa (p < 0,05) para 209,1 =
44,4 » 10%cm/s. O fluxo de peffusﬁo, nesse periodo, n¥%o se alterou,
passando para 25,0 * 1,5x10 "cm/s. Esses dados estio de acordo com‘ on
dados da literatura (SCHAFER & ANDREOLI, 1972; ROCHA & KOKKO, 1974;
HEBERT & ANDREOLI, 1980; HALL & GRANTHAM, 1980).
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TABELA 14. Permeabilidade difusional (Pdv) de tubulos coletores
corticais n3o conservados (grupo controle) e de
tubulos coletores incubados durante 3 horas em
cémaras especiais de conservacio contendo, solugcZo de
Euro-Collins, a 4-C

Fluxo de perfusZfo| Permeab. Djfusonal A
Grupos (nl/min) (Pdv - 10 “ecm/s) (cmz)
Basal AVP Basal AVP
20,9 27,9 68,3 298, 9 5,9
27,4 27,1 61,3 89,9 8,8
CONTROLE 19,1 23,5 109,86 246,2 9,8
20,1 21,6 133,8 201,5 9,8
- 21,9 25,0 93,2 208, 1% 8,6
X * EPM +1.9 +1.5 +17.2 +44. 4 +0.9
22,5 20,8 87,7 124,1 6,9
CONSERVAGZO| ., , 22,8 164,5 190,7 8,8
3 HS 23,4 24,5 128,8 91,3 6,9
25,0 25,7 221,4 142, 4 8,8
EDRO-COLL 22,3 22,7 158,8 158,0 12,8
22,3 25,4 132,3 174,8 11,8
- 22,6 23,7 148,9¢  146,9 9,3
X * EPM £0.6 +0.8 +18.3 +14.7 +1.0
+ EPM

teste t pareado (p < 0,05): Basal x AVP
teste t n¥o pareado (p < 0,05): Controle x Conservados

& % b

Tdbulos coletores corticais isolados e incubados
diretamente durante 3 horas, em cimaras especiais, contendo solucio
de Euro-Colling, a 4°C e perfundidos com um fluxo médio de 22,6 * 0,6
-nl/min, no periodo basal, apresentaram uma permeabilidade difusional
média de 148,9 + 18,2 x 107cm/s. ApSs a estimulacfo com AVP,
observou-se que a permeabilidade difusional nio ge alterou
significativamente. O valor me&dio encontrado, no periodo AVP, foi de
146,9 * 14,7 » 10 en/s. NS0 houve também alterasio no fluxo de

perfusdo, cujo valor mé¢dio, nesse periodo, foi de 23,7 * 0,8 nl/min.
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Pdw(10-5 cm/seg) -

2 BE

CONTROLE EURO-COLLINS

Figura 12 - Representag®o grafica dos valores médios (f EKEPM) da
prermeabilidade difusional de TCCs nao conservados
(controle) e conservados durante 3 horas na soluc3oc de

Euro-Collins, a 4°C. * teste ¢ pareado {(p < 0,068);
Basal x AVP; ® testie T niec pareads (p < 0,05): Conirole

¥ Comnservados

Pode-se notar na tabela 14 que o valor médio de Pdv
encontrado, no periodo bqsal, em tubulos conservados em solugfo de
Euro-Collins durante 3 horas foi maie elevado {(p < 0,05) do que o
valor encontrado no grupo controle, no mesmo periodo. Quando ge
adicionou AVP, o valor da permeabilidade difusional a agua, no grupo
de conservasfo, permaneceu igual 4 Pdv do grupo controle, no periodo
de estimulacZo hormonal. Porém, se considerarmos que, no grupo
conservado, a Pdv basal j&4 se encontrava elevada, verificamos que, na
verdade, a AVP n¥o estava agindo nesses tubulos. Tais achadog nos

confirmam agquilo que foi visto quanto A condutividade hidraulica nog
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grupos conservados nessa soluc3o, durante 3 horas. Assim, os dados
podem indicar que a solus3o conservadora de EBuro-Collins, gquando em
contato direto com o epitélio +tubular, altera profundamente a
permeabilidade desses tubulos & 4gua, mesmo sem uma estimulasHo
hormonal. Resta-mos, agora, saber em que nivel a solug¥o estd agindo
e se esse efeito ¢ reversivel pela administracZo do AMPc, que ¢ o

segundo mensageiro intracelular da AVP.
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DISCUSSAQ

De uma forma geral, a literatura mostra que a conservagio
morfo-funcional adequada do tecido renal & um pré-requisito essencial
para o sucesso do transplante desse oSrgZio. Embora existam varios
estudos demonstrando grande sucesso no reimplante de rins de cadaver,
ainda se conhece muito pouco a respeito do efeito da conservasio
sobre as estruturas teciduais renais. A maioria dos estudos 830
feitos no rim inteiro, avaliando-se a sua fun¢Zo global. A té¢cnica da
microperfusfc de tubulo isolado im vitro constitui~se num instrumento
de bastante utilidade, uma vez que nos permite avaliar o efeito da
conservacdo diretamente sobre o epitélio tubular gsem a interferdncila
de fatores extra-renais, além de nos informar a repeito de lesBes de
nenores proporsSes, as quais n¥o poderiam ser detectadas em estudos
globais.

0 armazenamento a frio apSe lavagem do SrgZo com solucBes
conservadoras tem sido o método escolhido prela maioria dos centros de
transplante para a conservagdo de OSrglos, por ser simples,
relativamente barato e permitir o intercambio dos referidos Grgfon, A
qualidade da conservacZo depende de muitos fatores, dentre eles o
tempo de conservacio. 0O gimples armazeﬁameato a frio tem um limite de

tempo especifico, além do qual o éérgﬁo perde sua viabilidade
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funcional. Dessa maneira, quanto maior o tempo de conservac3o, maior
a incidéncia de retardo funcional e a ocorréncia de necrose tubular
aguda. H4 ainda necessidade de se melhorar as técnicas de
conservagdo, para diminuir os indices de lesZo celular.

0 metabolismo normal ¢ um balango entre as reagBes de
biossintese e degradagfo. Na auséncia de oxigénio e de um sgprimento
continuo de nutrientes, as reacBes de biossintese estZo suprimidas,
devido a4 falta de energia; entretanto, muitas reac®es de degradagio
nio requerem um continuo suprimento de energia e podem continuar
ocorrendo mesmo na hipotermia. 0 fato de &érgdos armazenados por
reriodos de tempo relativamente mais curtos readiquirirem a fungZo
metabdélica normal mais rapidamente sugere gue as reasSes de
degrada¢fo est3o ocorrendo dentro do limite da viabilidade funcional.

Neste trabalho, foi avaliado e comparado o efeito de
diversas solusSes conservadoras utilizadas na clinica para o
armazenamento de rins para transplante, bem como o efeitoc do tempo de
cénaerva¢5o nessas solusBes sobre a resposta hidroosmética de tdbulos
coletores corticais de coelho.

0 tudbulo coletor exerce um papel decisivo no controle  fino
da excrecZfo de 4gua e eletrdlitos. EKEsse segmento € responsivo &
vasopressina (hornanio antidiurético — HAD), a gual exerce seu efeito
via receptor Vz acoplado 2 membrana basoclateral, estimulando a
adenil-ciclase ¢ aumentando a concentrasZo de intracelular de AMP
ciclico. Na auséncia de hormanio antidiurético, a membrana apical ¢
muito impermesdvel 4 Agua. Em resposta a um aumento na concentras3o
intracelular de AMPc, estimulado pela vasopressina, hd um aumento na
permeabilidade da membrana apical & 4gua, provavelmente pela insercgio
ou ativag¢Zo, nessa membranas, de canais de dgua (SCHAFER & ANDREOLI,
1972: ROY & AUSIELLO, 1981: MOREL e col, 1987; HANDLER e col, 1988).
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A resposta ao HAD ocorre e ¢ revertida dentro de minutos
quando o hormonio <, respectivamente, adicionado ou retirado, sendo a
meia-vida desse hormonio no organismo também de alguns minutos
(HANDLER, 1988).

Essas qualidades do tGbulo coletor e a resposta ao HAD
podem, portanto, constituir elementos importantes na .avaliacfo
funcional durante o procesgso de correlagcio desses segmentos do

néfron. Na discuss3io dos dados, vamos avalis~los da seguinte forma:

- 8anaemva9a& de frogmentes

Os dados obtidos na conservasfo de fragmentos mostram que
hé uma grande variabilidade nos valores individuais de condutividade
hidraulica de tubulos coletores corticaie no periodo basal. Essese
dados poderiam ser explicados de duas maneiras. A primeira delas ¢
que os tubulos estariam reagindo de maneiras diferentes a
conserva¢io, jindicando que deve haver uma heferogeneidade na
populag¥o de néfrons do rim. Esses resultados estio de acordo com
aqueles encontrados por NCRLENS e col (1978) onde, através de estudos
de micropun¢Zo en rins de ratos conservados, encontraram-se trés
populac®es de néfrons, que diferiam entre si em relasZo a pressio
intratubular. Alguns grupos apresentavam vressiio normal, outros n3o
apresentavam pressico e estavanm -colabados, e outros, ainda,
apresentavam uma pressio muito elevada, provavelmente por causa de
alguma obstrusZo luminal. Da mesma maneira, FALKENSTEIN (1982)
trabalhando com microperfusZo de +tubulos contornados proximais de
coelho encontrou duas populac@es de néfrons, quando perfundiu com

solusdo de Colline a 10°C: uma que recuperou a fung®o tubular apés a
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conservasdo e outra que nS¥o a recuperou, apds a conservacio.

Uma outra hipétese pPara a wvariabilidade na resposta
hidroosmética encontrada seria o fato de que as solugBen
congservadoras estariam entrando em contato realmente com apenas
alguns tdbuloes e, assim, estariam conservando melhor esgses tubulos,
40 passo que o8 outros j& estariam em processo de lesfo e morte
celular.

Os tUbulos provenientes de fragmentos conservados durante
uma hora nas trés solus®es apresentaram, no periodo basal, uma
morfologia muito semelhante entre 81, onde as cé¢lulas se encontram
com o seu volume bastante elevado (figura 8). Porém, somente tubulos
coletores obtidos de fragmentos congervados em Colling ¢ Euro-Collins
mostraram uma alteracZo na funco tubular nesse periodo em rela¢¥o ao
controle, sem conservago, com um aumento na permeabilidade osmdtica
'é dgua. Isso poderia indicar que ag s8olugBes de Collins e
Euro-Collins estariam conservando o hormonio antidiurético . enddgeno
dos tdbulos durante uma hora de conservasXo. Essa hipdtese, no
entanto, ¢ discutivel, uma vez que esses experimentbs foram
realizados apés um periodo de equilibrio, a 37°C para deplecZo do HAD
enddgeno.

LAEKEY e col {1991) observaram que ilhotas de Langerhans
isoladas de pancreas conservados durante 24 horas na solucZo de
Wisconein apresentavam um nivel Dbasal Qe secresio de insulina
elevado em relagZo ao controle. Esses autores também notaram que
havia um atraso na resposta das ilhotas em retornar acs niveis basais
seguindo a estimulac®o com glicose e sugeriram que a conservacio
levava a uma deterioracZo na habilidade das ilhotas em reconhecer

precisamente as varias®es nos niveis de glicose e “desligar™ a
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secresdo de insulina. Da mesma forma, a conservasio de +tubulos
coletores corticais poderia estar alterando o reconhecineﬁto a
vasopressina modificando a sua resposta hidroosmética.

Poder-se-ia pensar, por outro lado, gque as solucBes de
Collins e Euro-Collins estariam causando algum tipo de lesZo celular
que alteraria a estrutura da membrana e, conseqlientemente, sua
permeabilidade & Asgua mesmo na auséncia de AVP exdgeno.

Entretanto, o aumento na condutividade hidraulica obserwvado
no periodo basal nZo impediu uma- resposta efetiva a AVP, como pode
ser visto pelo incremento na condutividade hidriulica em resposta ao
hormonio ap®s uma hora de conservagHo.

O primeiro passo na iniciagZo da resposta hidroosmética da
vasopressina ¢ sua ligas¥o com 0 receptor na membrana basoclateral
(ROY & AUSIELLO, 1981). Isso significa que gualquer alteracio na
estrutura dessa membrana poderia comprometer os receptores que, por
sua vez, se tornariam incapacitados de fazer a ligacZo com o horménio
e, portanto, nio poderiaﬁ desencadear a cagcata de eventos
decorrentes dessa liga¢Zo, que culminaria na inserc®o ou ativagio de
canais de Agua na membrana apical. No entanto, ge considerarmoe que
uma hora ¢ um tempo relativamente curto de conservascio e que, durante
o processo de disseccio tubular s%c escolhidos os +tubulos mais
vidveis, poder-se-ia pensar que, se houve algum tipo de lesZo na
membrana, esta n%o foi suficientemente grande para impedir que a
vasopressina exercesse seu efeito. De acorde com os resultados
nota-se que o8 valores médios de condutividade hidraulica encontrados
nos grupes de fragmentos conservados em solusZc de Colline e
Euro-Collins, apés o estimulo com AVP, sZo discretamente, mas n3o
significantemente, mais elevados em relacfo ao grupc controle. Esse

fato sugere que essa discreta elevacio na resposta hidroosmética, em
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relac3o ao controle seria o produto de um efeito sinergistico entre a
ag3o da vasopressina e os canais de 4gua “abertos™ por pequenas
leg®es de membrana.

Ap¢s 24 horas de conservasfio nas solucBes de Collins e
Euro~Collins, no periodo basal, as c¢¢lulas nZo apresentaram nem
aumento de volume e nem de condutividade hidraulica. Entretanto, a
estimulacio com AVP também n3o provoca nenhuma alteras¥o, nem na
morfologia, nem na fungZo, sugerindc que esses tdbulos perderam a
capacidade funcional. Assim, de maneira geral, tubulos coletores
corticais provenientes de fragmentos renais conservados nas solug®es
de Collins e Euro-Collins, apesar de alterarem a permeabilidade da
membrana na auséncia de AVP exdgeno, respondem ao estimulo com AVP
apés uma hora de conservagio, mas ap®és 24 horas perdem a viabilidade
funcional, sendo que a solu¢Zo de Euro-Collins parece ser a que
produz uma resposta ligeiramente (embora nZo sigﬁificativa) menor ao
estimulé com AVP apés 24 horas, indicando ser essa solugio
conservadora menos efetiva.

Os tubulos coletores provenientes de fragmentos conservados
na solugZo da Universidade de Wisconsin durante uma e 24 horas n3o
provocaram alteragBes significativas na condutividade hidréulica no
periodo basal, além de responderem ao estimulo hormonal do mesmo modo
gue o© controle. Dessa forma, embora os8 tubulos apresentassen,
morfologicamente, um aumento de volume celular, essa solusZo foli a
que apresentou melhores resultados de conservagfo mesmo apds 24
horas.

A permeabilidade A Agua em resposta & vasopressina e a sua
reversio quando o hormonio & retirado requer um gistema de
citoesqueleto intacto (HANDLER, 1988). A estimulasZo com AVP relaxa o

citoesqueleto apie&l de maneira que, quando a 4gua entra na célula
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através da membrana apical durante o fluxo de &gua transcelular
apical-basclateral, a por¢3o apical da cf¢lula incha mais e estd mais
diluida do que o pdlo basal. Isto faz com que algumas organelas (tails
como as mitocondrias) localizadas na por¢Zo basal da c<¢lula, fiquem
mais ou menos protegidas da hipotonicidade. Quando, porém, ha aumento
de volume celular, principalmente na p&lo basal, como resultado da
entrada de Agua através da membrana basolateral, as mitocondrias
sofrem deformasBes, que podem alterar suas func®es (DiBONA, 1883).
Como podemos observar ma figura 8, os tdbulos obtides de fragmentos
congervados durante uma hora apresentaram um aumento de volume
celular, principalmente no pdlo basal. Isto poderia trazer grandes
prejuizos para as mitocdndrias e, assim, comprometer o posterior
funcionamento da célula. Apesar do “inchago™ celular, os tdbulos
dirsecados dos fragmentos conservados por uma hora nas solugBes de
Colling, Euro-Collins e Universidade de Wisconsin apresentaram uma
resposta hidroosmética A vasopressina normal, semelhante ao controle.
Istoﬁsugere que o tempo de conservas3o de uma hora ¢ muito curto para
comprometer a viabilidade funcional. Um tempo de conservagZo de 24
horas seria, ent#%o, suficiente para que as c¢é¢lulas Jja tivessem
passado da fase inicial de alteras3o de wvolume celular e tivessem
perdido sua capacidade funcional. De fato, os resultados mostraram
que os tubulos provenientes de fragmentos conservados em solugdo de
Collins e Euro-Collins nZo respondem ao estimulo com AVP apds 24

boras de conservagio.

Parece, ent¥o, gque a primeira fase a ocorrer durante a
conservasio ¢ o aumento de volume celular, sendo que somente o8
fragmentos conservados em solucZo de Wisconsin, apesar de ocasionar
aumento do volume da célula ap®s uma hora de conservagdo, conseguem

manter a fun¢fo tubular. 0 aumento do volume celular ¢ uma das
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principais vias que levam 4 morte celular, uma vez que cauga a
ruptura da arquitetura da c¢<¢lula. Além disso, essa altera¢io de
volume provoca lesBes de membrana, que podem inibir as rea¢Ses de
algumas enzimas vitais ligadas as membranas e também podem alterar a
permeabilidade das mesmas (DOWNES e col, 1973; PEGG, 1977; JAMART &
LAMBOTTE, 1882). JAMART e LAMBOTTE (1983) investigaram a eficiéncia
da solugfo de Euro-Collins em prevenir o “inchago™ celular. Esses
autores armazenaram rins inteiros nessa solusio e demonstraram que
ocorre um marcado aumento do volume celular entre 48 e 72 horas de
conservas3o. Além disso, o volume da cé#lula foi reduzido quando se
substituiu glicose por sacarose. Eles deduziram, entZo, que o aumento
de volume celular gue ocorre entre 48 e 72 horas de conservag¥o seria
devido 2 penetrasio de glicose na c2lula e que a sacarose seria,
desse modo, um agente osmético mais efetivo, por nZo penetrar na
célula. Os autores sugeriram também que a conservagio na solugdo de
Euro-Collins acarretaria, ap®és 48 horas, uma deterioras¢do na
membrana, a qual se processaria em dois passos: 1inicialmente,
ocorreria uma les¥o que permitiria a entrada de glicose na cé¢lula. No
segundo passo, a permeabilidade da membrana estaria tZo aumentada que
a cé¢lula n3%o poderia mais reter certos componentes. Isto vemn
confirmar os resultados do presente trabalho sobre o aumento do
volume celular e posterior perda funcional dos TCCs. No caso deste
trabalho, pode-se sugerir que os efeitos nocivos 8%o sentidos em
tempos menores de conservasio, porque a seluéﬁo entrou em contato
direto com o epitélio tubular mais rapidamente, uma wvez que foram
conservados fragmentos renais e n3o o S6rgdo inteiro.

A solusXo de Wisconsin apresenta lactobionato no lugar de
glicose em Bﬁa composis®o. E isso pode ser um dos fatores que

expliquem os achados de valores menores na condutividade hidraulica
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na ausencia de estimulo hormonal. Al:m disso, essa solusZo possui
varias outras substincias osmdticamente ativas, como o lactobionato,
que auxiliam no controle do aumento do volume celular.

Além do mais, a solugZo de Wisconsim possui substancias,
tais como a adenosina, capazes de forn@c@r substrato energético para
as c#lulas.

Embora, nas condi¢®es experimentais deste trabaiho, o rim
nZo tenha passado por um periodo de isquemia quente maior que b
minutos, durante a conservac3o os fragmentos permaneceram em isquemia
fria. A hipéxia decorrente dessa isquemia aumenta a concentracg3o
intracelular de c&lcio (BRY et. al., 1984; SNOWDOWNE et. al., 1985).
Existem trabalhos que demonstram que o aumento no cilcio intracelular
provoca uma diminuigZo na condutividade hidriulica, em resposta ao
estimulo com AVP (AUSIELLO & HALL, 1981; ANDO et. al., 1988; JONES
et. al., 1988; ISHIKAWA & SATTO, 1990). Esse seria também um fator
que poderia estar causando uma inibicSo na resposta 4 vaoprecina,
pPrincipalmente apés 24 horas de conservacZo.

Um outro aspecto que deve ser considerado ¢ o fato de que a
propria hipotermia causa uma inibi¢%o na condutividade hidréqlica, em
resposta ao estimlo com AVP., HALL e GRANTHAM (1980) demonstraram que
o aquecimento a 37°C de tubulos coletores corticais de coelho na
auséncia de vaopressina, seguido pelo resfriamento a 25°C com
estimulo hormonal levavam a uma inibi¢Zo na condutividade hidraulica,
sendo que a adi¢Zo de AMP ciclico n3o reverteu esse efeito.

Egtudos anteriores com tUbulos contornados proximais e
pars-rectas provenientes de fragmentoe conservados em solugio de
Collins mostraram que esges segmentos do néfron eram mais resistentes
E- conservagio, mantendo sua viabilidade funcional por,

aproximadamente, 72 horas (pars-recta) e 96 horas (tdbulos proximais)
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(FALKENSTEIN, 1984). Neste estudo, porém, observou-se gque, apés 24
horas de conservasfo, havia uma queda na funsdo de TCCs,
sugerindo-se, portanto, comportamentos diferentes das estruturas
celulares de cada segmento do néfron.

Dessa forma, todos esses fatorem devem ser considerados nos
estudo de consgervasZo, além do préprio efeito das solug®es sobre os

tdbulos.

- Esnoewacas direla em CoOMON0s edfeciaio

Quando se conserva fragmentos renais, ndc se pode ter a
certeza de que todos os tubulos entraram em contato com a solucdo
conservadora ou se entraram imediatamente me contato com a solugZo.
Assim, durante a dissecsio, aqueles tdbulos inviaveis 8Z0
descartados, fazendo-se a selecZo dos mais viaveis. Na conservagdo
direta, esse fator de selesZo ¢ eliminado. Os tubulos sZo colocados
em contato direto com a solﬁ;ﬁo conservadora. Nesse caso, a solu¢do
pode, inclusive, penetrar a luz tubular e afetar a integridade do
tubulo. FIGUEIREDO e col (1988) trabalhando com tubulos proximais,
verificaram que a eolugio de Colline, quando em contato direto com o
lade luminal desses tubulos, acarretava uma diminui¢Zo da fungdo com
lesZo tubular. Da mesma forma, os resultados desse trabalho mostraram
que o contato direto da solusio conservadora com o epitélio de
ttbulos coletores corticais modifica a permeabilidade da membrana.

Apés a conservasio direta de TCCs na solusdo de
Euro-Collins, a fun¢Zo tubular ¢ mantida apenas por uma hora de
conservacfo, sendo que, apdés 3 e 24 horas, hi um aumento na

condutividade hidréaulica no periodo basal, o que resulta em uma gqueda
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no ALp, isto ¢, h4d uma gqueda na estimulagio efetiva da condutividade
hidrédulica pelo AVP, porque o valor de Lp do periodo basal esta
aumentado. Em 1887, RIBEIRO e col., trabalhando com tdbulo coletor
medular, n3o encontraram altera¢3o na responsividade a vasopressina
ap®s 30 minutos de conservacfio direta na solus3Zo de Euro-Collins. Da
mesma forma, FALEKENSTEIN (1990) observou gue tubulos coletores
corticais conservados diretamente na solugio de Eurc-Collins
mantinham sua viabilidade funcional ap®s 30 minutos de conservas®o.

Em condi¢Bes experimentais semelhantes as deste trabalho,
SILVA (1991) nZo encontrou alteracZo na absor¢io de fluido de Pars
recta, ap®s uma e duas horas de conservac3o; mas, ap®s 24 horas,
havia queda na absorc3o de fluido, com alterasBes morfoldgicas tais
como edenma e descamas®o do tecido epitelial.

A solugso de Wisconsin provoca um aumento na condutividade
hidraulica no periodo basal ap®s uma e trés horas de conservagio.
Apés 24 horas, a condutividade hidraulica diminui em relagdo 2s 3
horas, porém continua elevada em relagZo ao controle. Os valores de
condutividade hidraulica encontrados apés uma, 3 e 24 horas de
conservasio nesse grupo no periodo de estimulagZo com vasopressina,
estioc +todos dentro dos valores funcionais normais, poréem a
estimulagZo efetiva causada pela vasopressina ¢ menor que o controle.
Isto ocorre porque o valor basal se encontra elevado.

De maneira geral, os resultados sugerem que a solugio da
Universidade de Wisconsin conserva melhor tubulos isclados por ate 24
horas, nessa preparac3o.

A conservasdo direta em cimaras especiais ocasiona uma
queda maior na funsZo tubular, apds 24 horas, do que a conservasdo de
fragmentos. Isto indica gque as sgolucBes conservadoras possuem Uum

efeito prejudicial maior quando em contato direto com o epitélio
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tubular do que gquando em contato com o Zfragmento, onde temon
intersticio e epitélio tubular. Essa queda na fung3o do tdbulo
coletor pode, talvez, ocorrer durante a conservasgio global do orgio
e, por isso, em alguns casos, no pés—-transplante renal, 8e observa
uma poliuria que requer tratamento e observag¥o clinica do paciente.

Comoc se pode observar pelos dados obtidos, apés 3 horas de
conservasio, os tubulos conservados diretamente nas golusBes de
Furo-~Collins e de Wisconsin apresentaram um valor maximo de
condutividade hidraulica no periodo basal, além de mostrarem o
aspecto morfoldégico de aumento de volume celular, principalmente no
pSlo basal. Levando-se em conta esse fato, decidiu-se a egtudar a
permeabilidade difusional & &gua, isto ¢, o fluxe de &gua sem a
presenca de um gradiente osmStico em tubulos coletores corticais
isolados e conservados diretamente na solusfio de Euro-Collins durante
3 horas. Os resultados encontrados mostraram que ha um aumento na
condutividade hidraulica, mesmo na auséncia de vasopresgina exééena,
0 que vem confirma@ a hipétese de que essa solucio realmente leva a
uma alteracZo na permeabilidade da membrana celular, ou seja, a 4&gua
ests atravessando a membrana por outras vias gque n3o o8 canais de
4dgua dependentes de receptores de hormanio antidiurético. Talvez uma
lesio esteja “abrindo® buracos na membrana, pbr onde a Agua PoOBBA
passar.

FALKENSTEIN (1990) também observou uma elevagdo na
condutividade hidrédulica no periodo basal em tubulos coletores
corticais conservados diretamente em solugio de Collins e
Euro-Collins, a 10°C, durante 30 minutos. Esses dados juntamente com
os deste trabalho, sugerem gque, em poucos minutos de conservasio, Ja
comega a ocorrer uma alteragZo da permeabilidade da membrana sem O

estimulo com AVP, em TCCs conservadose diretamente emn solus3o de
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Euro-Collins.

Tdbulos coletores corticais conservados diretamente na
solucio de Wisconsin, apesar de apresentarem wum aumento na
permeabilidade osmética na auséncia de estimulo hormonal, mantém uma
melhor e mais constante resposta efetiva & AVP (ALp).

Finalmente, egtes dados interpretados atraves dos
parametros medidos, mostram comportamentos diferentes das solucfes
sobre a funcio celular tubular em diversas manobras utilizadas no
modelo. No entanto, o8 mecanismos intrinsecos bioquimicos e
estruturais pelos guais estd ocorrendo o fendmeno ainda necessitam de
estudos mais complexos, objetivando as vArias passagens que alteraram

os parémetros deste trabalho.



76

SUMARIO E CONCLUSSES

Neste trabalho foi testado o efeito da conservag3o de
fragemntos renais nas solugBes de Collins, Euro-Collins e
Universidade de Wisconsin, a 4°C, durante uma e 24 horas e o efeito
da conservasio tubular direta nas solusBes de Euro-Collins e
Universidade de Wisconsin, a 4°C, scobre a funsZo de tdibulos coletores
corticais (TCCs) de coelho.

A funcio tubular foi medida através da condutividade
hidraulica (Lp) de TCCs perfundidos com a técnica da microperfusZo de
tdbulo iseolado in vitro.

Também foi avaliada a permeabilidade difusional 2a Agua
(Pdv) de TCCs conservados diretamente na solus3o de Euro-Collins, a
4°C, durante 3 horas.

Diante dos resultados obtidos, concluiu-se gue:

~ hd uma heterogeneidade na conservacfo da populasic de
nefrons do rim, sendo gue os tibulos reagem de maneiras diferentes A
conservasio do fragmento renal;

- egga heterogeneidade pode ser devido a prdpria diferenca
entre a populasZoc de néfrons ou pode ocorrer por causa do maior ou
menor contato com a solus@o conservadora;

- a conservasio dos fragmentos nas solugBes de Collins,



Euro-Collins e de Wisconsin, a 4°C, - durante uma hora leva a um
aumento na permeabilidade osmdtica a dgua, na auséncia de
vasopressina exdgena. Apesar dissc, quando hi o estimulo COm
vasopressiné, os tdbulos respondem efetivamente;

~ apdg 24 horas, somente mantém resposta efetiva a
vasopresgina os tdbulos provenientes de fragmentos conservados ném
solugSo de HWHisconsin. 0Os tibulos provenientes de fragmentos
congervados nas solucBes de (Collins e Euro-Collins perdem as
"caracteristicas de permeabilidade & Agua;

- o aumento da permeabilidade, na auséncia de estimulo
hormonal, apés uma hora de conservasZo pode ser decorrente de les3o
celular causada por aumento do volume, o gque, apds 24 horas, ocasiona
perda de viabilidade funcional;

- tdbulos coletores  corticais isolados conservados
diretamente na solugZo de Euro-Collins mantém boa fun¢Zo celular
apenas por uma hora de conservasfo; & medida que aumenta o tempo de
conservasio (3 e 24 horas), had uma gqueda na fungZo tubular;

~ tubulos coletores corticais isolados conservados
diretamente na solucfo de Wisconsin mantém uma melhor func3o tubular
do que os conservados em Euro-Colling; a fungZo tubular ¢ baixa em
relagsdo ao controle, porém € mais uniforme;

- a congervasfo direta durante uma, 3 e 24 horas em ambas
as solusBes de Euro-Collins e de Wisconsin levam a um aumento na
permeabilidade osmética,lna auséncia de estimulo hormonal; porém, os
valores mais altos de condutividade hidriaulica s%o encontrados apés
trés horas de conservag¢3o direta;

- a permeabilidade difusional & 4dgua em TCCs isolados
conservados diretamente na solug3o de Euro-Collins durante 3 horas se

encontra muito elevada na auséncia de vasopressina, indicando gque a
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solug3o provoca alterasio na permeabilidade da membrana tubular,
talvez com lesZio celular;

- a conservas®o produz um efeito prejudicial maior quando
em contato gtf direto com o epitélio tubular do que quandoc em contato
com o fragmento, onde temos intersticio mais epitélio tubular;

~ quanto maior o tempo de conservasdo, pior serid a resposta
tubular a estimula¢Zo da permeabilidade hidrica pela AVP, tanto em
tubulos conservados diretamente ,quanto em ttbulos provenientes de
fragmentos conservados nas solusBes de Collins e Euro-Collins;

- a solugZo da Universidade de Wisconsin conserva melhor a
fun¢3o, tanto em tdbulos isolados quanto naqueles provenientes de

fragmentos conservados por até 24 horas, nesta preparasHo.
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SUMMARY

This work was designed to study the effect of several cold
preservation solutions on the hydraulic conductivity (Lp) of cortical
collecting tubules (CCTs), using the microperfusion technique of
isolated tubules in vitro. In the first protocol, rabbit renal slices
were preserved in Collins, Euro-Collline and University of Wisconsin
(UW) solutions at 4°C, during 1 or 24 hours. The results showed that
after 1 hour of cold preservation with this solutions there was no
statistical difference in CCTs function compared with the control
group. After 24 hours, CCTs obtained from slices preserved in UW
solution showed the best function when compared with Collins and
Euro-Collins solutions. In the other protocol, it was possible to
verify the direct effect of these solutions upon the Lp of +the CCT
tubular epithelial layer. Therefore, CCTs were isolated from fresh,
not preserved slices, and then incubated during 1, 3 and 24 hours in
special preservation chambers, which contained Euro-Collins or UW
solution at 4°C. There was no difference in CCTs function after 1
hour preservation in these solutions. After 3 hours fo preservation
there was an increase in the basal Lp from CCTs preserved in both

solutions, but only CCTs preserved in UW demonstrated effective
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function following AVP estimulation. After 24 hours only CCTs
preserved in UW showed normal function. By other hand, CCTs preserved
in Euro-Collins solution presented an elevated Lp in +the basal
period, and being responsiveless to AVP. This seems indicate that
Euro-Colline solution may change the water permeability of the
cellular membrane of the renal epithelium. These data was confirmed
by the study of water diffusional permeability (Pdw) of isolated CCTs
preserved in chambers with Euro-Collins solution at 4°C during 3
hours. The data of Pdw showed an increase in the basal Pdw and
absence of response to AVP, when compared with the control group.
This results led us to conclude that UW solution is more
effective than Collins and Euro-Collins solutions in the maintenance
of CCTs function, when they are obtained from preserved renal slices.
The direct contact of the tubular epithelium layer with Euro-Collins
‘and UW solution resulted in an alteration of the water permeability
properties of cellular membrane which was more relevant with

Euro-Colline solution.
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