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RESUMO

O transplante renal é a terapia substitutiva de escolha para os pacientes portadores
de doenca renal crbnica avancada. A preservacgao renal tem como objetivo garantir a
sua viabilidade funcional. Todos os procedimentos se concentraram na protecédo das
funcdes do 6rgado, na protecdo das reservas de energia e da estrutura morfolégica.
Objetivos: o estudo fisiofarmacologico do rim perfundido e isolado de coelho com
uma solucdo de composicéo intracelular rica em potassio e magnésio contendo 49%
de albumina bovina; avaliar os efeitos da glutamina, alanina, alanilglutamina e do
glutation em diferentes concentracdes e avaliar os efeitos da subnormotermia.
Coelhos do sexo masculino foram anestesiados com uretana 1,2g/kg por via
intraperitoneal mais 30 mg/kg de pentobarbital por via intramuscular. Apos a
anestesia ser estabelecida, foi realizada uma incisdo na linha média e o ureter
esquerdo canulado com um tubo de polietileno. A aorta abdominal foi dissecada e os
vasos colaterais ligados. A artéria mesentérica e a renal direita foram ligadas e foi
removido o rim direito. A aorta foi canulada com uma cénula metélica estéril e a
perfusdo do rim esquerdo iniciada sem interrup¢édo do fluxo. A preparacéao foi entao
colocada no circuito de perfusdo onde foi mantida a 37°C ou a 22°C com solucao de
perfusdo contendo 4g% de albumina previamente dialisada por 48 horas e
oxigenada por uma mistura de 95% de O, e 5% de CO,. A cada dez minutos colhia-
se material para analise no perfusato e na urina para dosagem de inulina, sodio,
potassio e cloreto. O fluxo de perfusato, a resisténcia vascular e as razbes
PO,/PCO, foram monitorizados ao longo da experiéncia. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente e divididos em nove grupos: solugéo A, glutamina 1 mM
e 3 mM, alanilglutamina 2 mM e 5 mM, glutamina 1 mM + alanina 2 mM, glutamina 1
mM + glutation 2 mM, glutamina 1 mM + glutation 4 mM e glutamina 1 mM +
glutation 2 mM a 22°C. Nao houve, com os tratamentos, alteracdo nos parametros
resisténcia vascular, transporte absoluto e percentual de potassio. O fluxo urinario foi
mais alto nos grupos GL1, GL1GSH2 e GL1GSH4(p=0.08). O RFG foi mais alto nos
grupos GL1, GL1GSH2 e GL1GSH4(p=0,03). Quando se analisou o transporte
absoluto de sodio vimos que os maiores valores pertenciam aos grupos GL1GSH2,
GL1GSH4 e ALGL5(p=0,001) e o transporte percentual de sédio tinha seus maiores
valores nos grupos GL1GSH2 e ALGL5(p=0,012). Com relagcdo ao transporte
absoluto de cloreto o grupo com melhor indice é o GL1GSH2(p=0,002). O transporte
percentual de cloreto tem o seu melhor resultado no grupo GL1GSH2(p=0,046). Ja o
clearance osmolar foi maior nos grupos GL1 e GL1GSH2(p=0,007). Concluimos que
a adicado de glutamina e de glutation a uma solugcdo de composicao intracelular
podera resultar em melhor atividade fisiologica em termos de preservacdo renal,
podendo ser aplicavel na preservacao renal para transplante.

Palavras chaves: preservacdo renal; perfusdo renal; transplante renal; glutamina;
glutation.



ABSTRACT

Comparative effects of glutathione, glutamine, alanine and alanylglutamine
added to a perfusate of intracellular composition.

Renal transplantation is the substitutive therapy of choice for patients with advanced
chronic kidney disease. Kidney preservation aims to ensure its functional viability. All
procedures focused on protecting the body's functions, protecting energy reserves
and morphological structure. Objectives: the physiopharmacological study of the
perfused and isolated rabbit kidney with a solution of intracellular composition rich in
potassium and magnesium containing 4g% bovine albumin; to evaluate the effects of
glutamine, alanine, alanylglutamine and glutathione at different concentrations and to
evaluate the effects of subnormotermia. Male rabbits were anesthetized with
urethane 1,2g/kg intraperitoneally and 30mg/kg pentobarbital intramuscularly. After
the anesthesia was established, an incision was made in the midline and the left
ureter cannulated with a polyethylene tube. The abdominal aorta was dissected and
the collateral vessels connected. The mesenteric artery and the right renal artery
were ligated and the right kidney was removed. The aorta was cannulated with a
sterile metal cannula and perfusion of the left kidney started without interruption of
flow. The preparation was then placed in the perfusion loop where it was maintained
at 37 °C or 22 °C with infusion solution containing 4%g albumin previously dialysed
for 48 hours and oxygenated by a mixture of 95% O, and 5% CO,. Every ten
minutes, material was analyzed for perfusate and urine for inulin, sodium, potassium,
and chloride dosage. Perfusate flow, vascular resistance and PO,/PCO, ratios were
monitored throughout the experiment. The animals were randomly assigned and
divided into nine groups: solution A, 1 mM and 3 mM glutamine, 2 mM and 5 mM
alanylglutamine, 1 mM glutamine + 2 mM alanine, 1 mM glutamine + 2 mM
glutathione, 1 mM glutamine + 4 mM glutathione and 1 mM glutamine + 2 mM
glutathione 22 ° C. There were no alterations in the parameter vascular resistance,
absolute transport and percentage of potassium. Urinary flow was higher in groups
GL1, GL1GSH2 and GL1GSH4(p=0.08). The RFG was higher in the GL1, GL1GSH2
and GL1GSH4 groups(p=0.03). When the absolute sodium transport was analyzed,
the highest values belonged to the GL1GSH2, GL1GSH4 and ALGL5 groups
(p=0.001) and the percentage sodium transport had their highest values in the
GL1GSH2 and ALGL5 groups(p=0.012). Regarding the absolute transport of
chloride, the group with the best index is GL1GSH2(p=0.002). The percentage
transport of chloride has its best result in the GL1GSH2 group(p=0.046). The osmolar
clearance was higher in the GL1 and GL1GSH2 groups(p=0.007). We conclude that
the addition of glutamine and glutathione to an intracellular composition solution may
result in better physiological activity in terms of renal preservation and may be
applicable in renal preservation for transplantation. Keywords: renal preservation;
renal perfusion; kidney transplantation; glutamine; alanine; glutathione.
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1. INTRODUGAO

O transplante renal é o tratamento de escolha para a doenca renal crénica em
estagio final(Kaths e cols., 2016; Sadovsky e cols., 2015; Chandak e Callaghan,
2014; Malinoski e cols., 2013; Lindell e cols., 2013; Gomez e cols., 2012; Thuillier e
cols., 2011; Nafar e cols., 2011; Kibondo e cols., 2010; Wolfe e cols., 1999).

E o transplante de 6rgdos mais frequente em todo o mundo e atualmente tem
sido estabelecido como tratamento de rotina para a doenca renal terminal. Uma vez
que Jaboulay e Carrel desenvolveram as técnicas necessarias para realizar
anastomoses vasculares na virada do século passado, tem havido um desejo de
tratar faléncia de 6rgdos por transplante. Jaboulay foi o primeiro a tentar isso em
1906, tratando dois pacientes com insuficiéncia renal por transplante de um rim de
cabra em um e um rim de porco para o outro. Ambos os transplantes falharam e
ambos o0s pacientes morreram. O primeiro uso de um rim humano para transplante
foi em 1936, quando Yu Yu Voronay, um cirurgido ucraniano trabalhando em Kiev,
realizou o primeiro de uma série de seis transplantes para tratar pacientes morrendo
de insuficiéncia renal aguda secundaria a intoxicacdo por mercurio. Todos 0s
transplantes falharam, em grande parte devido a uma incapacidade de apreciar o
efeito deletério da isquemia quente. O primeiro transplante renal com sucesso foi
realizado em Boston, em 1954, por Joseph Murray, que realizou um transplante
renal entre irmaos gémeos univitelinos(Watson e Dark, 2012). No mesmo ano, David
Hume realizou, em Boston, 0 primeiro transplante com sucesso proveniente de
doador falecido(Sousa Junior, 2016). O primeiro transplante no Brasil foi de doador
vivo, em 1965, e o de doador falecido, em 1967(lanhez, 1994).

As sobrevidas dos pacientes e dos enxertos renais ap0s o transplante tém
melhorado ao longo das ultimas décadas. A sobrevida do enxerto renal proveniente
de doadores falecidos aumentou muito, ocasionada, principalmente, pela melhoria
da terapia imunossupressora, da selecdo dos receptores e do tratamento das
complicagBes pos-operatorias(Ploeg e cols., 1992). No entanto, a funcéo retardada
do enxerto permanece uma importante complicagcdo do transplante renal. Embora o
transplante confira um maior beneficio de sobrevivéncia entre todas as diferentes
terapias de substituicdo renal, os pacientes transplantados renais ainda tém uma
alta taxa de mortalidade em comparacdo com os controles populacionais(Ahlenstiel
e cols., 2006)



A escassez de 6rgdos continua a representar um problema significativo nos
transplantes. Por conseguinte, existe uma necessidade urgente de estratégias
inovadoras para aumentar o numero de transplantes com bons resultados que
possam ser realizadas usando os rins disponiveis. Varias abordagens sao tomadas
para reduzir a falta de doadores, incluindo a utilizacdo de doadores com coragao
parado(ainda nao utilizado no Brasil), utilizacdo de dois rins do mesmo doador de
idade avancada e/ou com critérios expandidos(Gomez e cols., 2012; Matos e cols.,
2015). No entanto, os receptores de transplante renal de doadores com critérios
expandidos tém resultados menos eficazes do que os doadores padrédo(Deken e
cols., 2016; Gomez e cols., 2012).

Apesar dessa necessidade desesperada de 6rgaos, nem todos os rins sao
utilizados. Particularmente, ha interesse em ampliar o “pool” de doadores,
modificando os critérios existentes para a aceitacdo e por identificar maneiras de
reduzir o numero de doadores de érgaos desperdicados. Fontes como os doadores
marginais, os doadores de coragdo parado e as provas de histocompatibilidade néo
tdo adequadas estdo sendo consideradas para possiveis transplantes(Summers e
cols., 2010).

No Brasil, no ultimo trimestre de 2016 foi obtido um crescimento na taxa de
doadores efetivos, mas essa elevacgdo de 14,1 por milhdo de populagéo(pmp) para
14,4 pmp foi menor do que a esperada de 15 pmp para atingir a meta de 16
doadores por milhdo de populacdo no final de 2016. Foi obtida a taxa de 50
potenciais doadores por milhdo da populacdo(notificacdes), entretanto a taxa de
efetivagcdo de apenas 29% nao tem crescido em decorréncia principalmente de dois
fatores: baixa taxa de doadores elegiveis(68,6%), que sdo aqueles nos quais foi
completado o diagnéstico de morte encefdlica e a elevada taxa de recusa
familiar(44%). Outro aspecto que merece analise mais detalhada é que cinco
estados, trés da regido sul(Santa Catarina: 36,2, Parana: 31,4 e Rio Grande do Sul:
26 ppm), o Ceara: 25,8 pmp e o Distrito Federal: 27 pmp, ultrapassaram a taxa de
25 doadores pmp. O transplante renal que tem como meta 6000 transplantes(30
pmp) para este ano e que vinha apresentando crescimento constante até 2014(29,6
pmp), caiu em 2015(27,5 pmp) e novamente este ano(26,8 pmp). O fato
preocupante € que pela primeira vez nos ultimos anos a queda foi nos transplantes
com doador falecido(2,8%), enquanto que os transplantes com doadores vivos

apresentaram um leve crescimento(1,7%). Entre janeiro e setembro de 2016 foram
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realizados no Brasil 4114 transplantes renais sendo 906 com doadores vivos e 3208
com doadores falecidos. O Ceara neste mesmo periodo realizou 191 transplantes
sendo 16 de doadores vivos e 175 de doadores falecidos. Temos atualmente 467
pacientes ativos na lista do nosso estado, e no Brasil, 19279(Registro Brasileiro de

Transplantes, 2016).

1.1. Tipos de Doadores Renais

Enquanto a discrepancia entre a demanda de 6rgaos e a oferta esta
aumentando e 0s pacientes estdo morrendo em numeros crescentes na lista de
espera, ha uma necessidade urgente de expandir o “pool” de doadores e usar todos
0s orgaos disponiveis. HA um desequilibrio significativo entre a oferta e a demanda
de 6rgdos no transplante renal atual(Deken e cols., 2016; Vogel e cols., 2012).

No transplante renal, trés grandes tipos de doadores sdo encontrados:
doadores vivos, doadores falecidos apds morte encefélica e doadores falecidos pos-
morte cardiaca(Baker e Watson, 2015; Thiruchelvam e cols., 2011). Outra fonte
doadora é o doador com critério expandido, que incluem os doadores apds morte
encefalica, mas associado a fatores de co-morbidades, como hipertensdo arterial ou
uma idade acima de sessenta anos(Matos e cols., 2015).

Trinta mil pessoas em todo o0 mundo a cada ano tornam-se doadores vivos de
rins. Tradicionalmente, os doadores vivos de rins tém sido selecionados na base da
auséncia de fatores de risco para pobres resultados depois da doagcdo e sem uma
avaliacado individualizada dos riscos a longo prazo(Grams e cols., 2016). Os
doadores vivos fornecem os érgdos de melhor qualidade com os resultados mais
bem sucedidos pelas seguintes razdes: os doadores sao geralmente mais jovens; 0
transplante pode ser planejado e executado na data escolhida antes que o paciente
precise iniciar a dialise; ndo ha danos ocultos nos 6rgdos como consequéncia de
catecolaminas e de grandes liberagcdes de citocinas que caracterizam a morte
cerebral; a duracdo da isquemia fria € mais curta, minimizando assim a lesdo de
isquemia e de reperfusdo(IRl); o transplante é realizado eletivamente por pessoal
experiente em horério normal de trabalho(Baker e Watson, 2015; Opelz e Dohler,
2007). O transplante renal de doador vivo reduziu a diferenca entre a demanda e a

oferta de rins. Com melhorias nas técnicas cirargicas da nefrectomia, reducéao da dor
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pés-operatoria, menor tempo de permanéncia no hospital e maior retorno ao
trabalho, a doacdo em vida tornou-se mais aceitavel(Thiruchelvam e cols., 2011).

Existem dois tipos de doacdo de orgaos falecidos: a doacdo apds a morte
encefalica (DBD - anteriormente denominada doacéo cardiaca) e a doacdo apos a
morte circulatéria (DCD - anteriormente denominada doacgdo pés-parada cardiaca).
Para doadores DBD a morte é confirmada por testes de morte do tronco encefalico.
Um doador DCD é aquele que geralmente sofreu uma lesdo cerebral grave, mas nao
tem morte cerebral. Rins de doadores apds morte cardiaca tém mais alto risco de ter
funcdo retardada e disfuncédo primaria do enxerto do que os de rins de doadores
depois de morte encefalica. Embora o periodo de armazenamento frio (“isquemia
fria") cause lesdo de isquemia e de reperfusdo no rim transplantado, o periodo
adicional de isquemia quente resulta em lesdo de isquemia e de reperfusdo maior.
Isto se manifesta como necrose tubular aguda (NTA) e a incidéncia desta nos rins de
DCD é mais de 50%, em comparacdo com 25% nos rins DBD(Baker e Watson,
2015; Catena e cols., 2013; Minor e cols., 2005).

Os doadores com critérios expandidos foram estabelecidos como um grupo
de doadores baseado na associacao de certos fatores com sobrevida reduzida do
enxerto(Matos e cols., 2015). Historicamente, os doadores critérios expandidos
foram conhecidos como doadores marginais, mas sao agora mais apropriadamente
referidos como doadores de alto risco.

Eles séo definidos segundo os critérios definidos pelo Projeto de Diretrizes da
Associagdo Médica Brasileira e do Conselho Federal de Medicina. Os critérios sao
definidos quanto a funcdo ou quanto ao potencial de transmissao de doencas ou
anomalias anatdmicas. Quanto a funcdo: doadores de mais de sessenta anos;
doadores com idades entre 50-59 anos com pelo menos dois entre trés critérios
abaixo: hipertensédo arterial sistémica, creatinina acima de 1.5 mg/dL ou clearance
de creatinina entre 50-70 mL/min antes da remocé&o do orgao(usando a creatinina no
dia da remocéo ou a creatinina terminal) ou o acidente vascular cerebral como causa
de morte; doadores com doengcas renais ou diabéticos ou doadores
pediatricos(Kaths e cols., 2016). Quanto ao potencial de transmissao de doencas ou
anomalias anatdbmicas: doadores portadores de infeccbes; doadores portadores de
neoplasias malignas; comportamento social/sexual com inclusdo em grupo de risco
ou rins com anomalias anatdmicas. Doadores critérios expandidos estdo

crescentemente sendo usados para solucionar a demanda por orgaos. Contudo,
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estes O0rgdos sao particularmente susceptiveis a injaria isquémica fria durante a
preservacgao(Parsons e Guarrera, 2014).

Varios fatores tém sido associados com a ocorréncia de funcéo tardia do
enxerto e um dos mais importantes € a qualidade da preservacdo dos 0rgaos que
depende da eficacia da solugdo de conservacdo, mas ndo existem evidéncias
convincentes de que a sobrevivéncia do enxerto é afetada pelo método de
conservacao. O transplante de rins obtidos a partir de doadores de coracédo parado
foi associado com um aumento de aproximadamente trinta por cento no risco de
fracasso, independentemente da duracdo de conservacdo, e a maquina de perfusdo

pulsatil ndo foi capaz de melhorar o resultado(Opelz e Dohler, 2007).

1.2. Preservacado do Rim para Transplantes

Desde o inicio do transplante renal, os resultados a curto e longo prazo tém
melhorado constantemente. Isto tem sido causado por uma série de fatores,
incluindo a experiéncia crescente de centros e de cirurgides de transplantes, melhor
selecédo de doadores e de receptores, e melhorias nos regimes imunossupressores e
na preservacao renal. No entanto, a disfuncdo priméaria do enxerto tem relatado
taxas de 0% a 20% para todos os transplantes renais. Dos transplantes que
funcionam 20% a 100% evoluem com funcao retardada do enxerto de alguns dias a
dois meses, com a maioria comecando a funcionar apos aproximadamente duas
semanas. As causas de faléncia priméaria e de funcéo tardia do enxerto(DGF) séo
multifatoriais, incluindo fatores nos doadores e nos receptores, mas provavelmente a
razdo mais importante é o dano isquémico do rim antes do transplante. Isto tem
tanto um componente isquémico frio como um componente isquémico quente(Knight
e Nicholson, 2001).

Carrel e Lindberg desenvolveram a perfusdo renal em 1938. Em 1956,
Bogardus e Schlosser resfriaram rins de cées entre 23 e 26°C, que resultaram em
marcada protecdo da lesdo funcional produzida por duas horas da oclusdo do
pediculo renal. Em 1963, Calne e colaboradores relataram que rins de céaes
poderiam ser preservados por oito a doze horas por imersdo em agua gelada. Este
mesmo trabalho foi retomado por Keeler e colaboradores em 1966, que usou uma

solucdo de preservacdo de composicdo intracelulgar que continha altas
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concentracbes de ions potdssio e magnésio para prevenir a perda de potéssio e
magnésio em rins preservados com salina isotbnica. Humphries e colaboradores
foram os primeiros a descrever a preservacao por perfusdo pulsatil por maquina em
1963, seguida por Belzer e colaboradores relatando a preservacao de rins de cées
por mais de setenta e duas horas com perfusdo hipotérmica continua em 1967.
Collins e colaboradores relataram com sucesso a preservacgao de rins de caes para
transplante por lavagem inicial com uma solucdo hipotérmica de composicao
intracelular, seguida por estocagem a frio por mais de trinta horas(Knight e
Nicholson, 2001).

O tempo no qual um 6rgdo pode ser preservado representa um papel crucial.
Orgdos como coracdo, figado, ou pancreas ndo toleram longos periodos de
preservacao, enquanto que o rim tem sido preservado com sucesso por um periodo
superior a sessenta horas(Moutabarrik, 1998).

A funcéo retardada do enxerto tem como conceito a necessidade de dialise na

primeira semana apoés o transplante(Requido-Moura e cols., 2015; Hosgood e cols.,
2012). Pode ter efeitos deletérios a longo prazo como rejeicdo aguda ou cronica
mediada por fatores isquémicos e/ou imunolégicos(Shoskes e Halloran, 1996).
Em vista da expanséo das listas de espera para o transplante renal, melhorias nos
resultados dos enxertos a longo prazo € crucial. Diferentes estudos tém mostrado
qgue a funcéo tardia do enxerto influencia ndo somente o periodo imediato no pos-
transplante, mas também no seguimento a longo prazo do transplante
renal(Ahlenstiel e cols., 2006). Preservacdo efetiva de 6rgdos é um importante
preditor de um bom resultado no transplante renal(Trushkov e cols., 2003).

Foi somente na década de sessenta, com o rapido desenvolvimento do
transplante renal que a preservacao de 6rgdos para transporte de armazenamento e
partiiha entre os centros de transplantes comecou a ser desenvolvida para uso
clinico(Collins, 1969). O ano de 1967 viu a introducdo da preservagao por perfusao
bem sucedida, em uma area dominada pelos trabalhos de Folker Belzer, seguido
dois anos depois pela descricdo de armazenamento a frio simples usando uma
solucéo especializada, um conceito defendido por Geoffrey Collins(Jamieson, 2007).

A frequéncia da possibilidade de uma necrose tubular aguda aumenta com a
estocagem prolongada, mas a isquemia quente é de grande importancia.
Experimentalmente, o efeito de trinta minutos de isquemia quente é mais prejudicial

do que vinte e quatro horas adicionais de estocagem fria. O maior objetivo da
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preservacdo renal é estender com seguranca O tempo de preservacdo sem
aumentar significantemente a frequéncia de necrose tubular aguda(Marshall, 1984;
Armad e cols., 1999). O tempo no qual um 6rgao pode ser preservado representa
um papel crucial na partilha generalizada de 6rgios. Orgdos tais como o coracao,
figado, ou pancreas nao podem tolerar longos periodos de preservacdo, enquanto
que o rim tem sido presevado com sucesso por um periodo maior que sessenta
horas(Moutabarrik e cols., 1998).

O objetivo da conservacdo de 6rgdos € manter o 6rgdo num estado mais
viavel possivel até o0 momento do transplante. A pratica clinica atualmente é restrita
pela qualidade de doadores de 6rgaos, pelo nimero de doadores de o6rgaos
disponiveis e pela incapacidade de avaliar a viabilidade do 6rgdo antes do
transplante(St Peter e cols., 2002). A preservacdo de orgdos € uma linha de
suprimento para os transplantes de 6rgdos(Southard e Belzer, 1995).

Na evolucdo dos métodos de preservacdo de 6rgdos ao longo do século
tornou-se uma pratica usual a perfusdo do 6rgdo e a armazenagem em baixas
temperaturas. Avancos na composicdo das solucdes de preservacdo fizeram este
método mais eficaz e permitiu que o transplante de 6rgados tornar-se uma terapia
poderosa em todo o mundo(St Peter e cols., 2002).

O método mais simples e mais praticado de preservacao estatica hipotérmica
€ baixar a temperatura para reduzir o metabolismo celular e a exigéncia de oxigénio.
No entanto, com altas taxas de funcéo tardia do enxerto e de disfuncéo primaria do
enxerto, em doadores com critérios expandidos de 6rgdos e a doagcdo apOs parada
cardiaca, ha uma necessidade de melhorar as condi¢des de preservacao dos 6rgaos
captados(Hosgood e Nicholson, 2011; Kay e cols., 2009). Fonteles e Karow Jr., em
1977, demonstraram que o resfriamento até 15°C podera preservar a atividade dos
receptores, dependendo da velocidade do resfriamento.

O rim de cadaver esta sujeito a danos a cada passo, ao longo do caminho do
pré-transplante desde a captacdo a reperfusdo. Antes da declaracdo de morte
cerebral, o rim pode ser danificado pelo processo de doenca subjacente,
comorbidades ou das manobras terapéuticas instituidas em uma tentativa de
reanimar o paciente ou manter a circulacdo apds a morte encefalica. Durante a
captacdo os 0Orgdos serdo submetidos a diferentes graus de isquemia quente e
fria(Shoskes e Halloran, 1996).



O periodo de isquemia € dividido em tempo de isquemia quente e tempo de
isquemia fria. O tempo de isquemia quente € definido como o periodo em que o
orgao € privado de sangue, oxigénio e de nutrientes, enquanto o metabolismo
celular continua com forca total, ao passo que o tempo de isquemia fria € 0 momento
durante o qual o rim é conservado numa solucdo hipotérmica para retardar a
atividade celular e reduzir a producdo de metabdlitos téxicos. Durante o periodo de
isquemia fria é possivel realizar o HLA do doador e o “cross-match”, bem como a
atribuicdo de 6rgdos e o transporte e a preparacdo do receptor(Van der Vliet e
Warlé, 2013; O’Callaghan e cols., 2013; Catena e cols., 2013).

Apesar da armazenagem estatica a frio para a preservacdo renal ter sido
eficaz durante décadas com o organismo ideal, este protocolo de preservacéo
estatica ndo esta adaptado ao uso de 6rgaos ndo 6timos, que Sa0 necessarios para
aumentar o numero de enxertos. O transplante de rim, por conseguinte, necessita de
ser melhorado. Além disso, os complexos mecanismos da lesdo de isquemia e de
reperfusdo significam que apenas uma abordagem de componentes mdltiplos que
tem como alvo varias vias com uma variedade de estratégias pode proporcionar uma

protecédo suficiente do enxerto(Bon e cols., 2012).

1.3. Hipotermia no Transplante Renal

Calne e colaboradores em 1963 mostraram que o simples esfriamento dos
rins em agua gelada, a fungéo renal era conservada durante doze horas. Estudos
posteriores demonstraram a eficacia das solu¢des de preservacdo por prolongar o
tempo de isquemia fria e melhorar a qualidade dos 6rgaos. Na verdade, a hipotermia
diminui a atividade metabdlica, o que finalmente leva a degradacédo celular. A
principal desvantagem da armazenagem estatica a frio € a impossibilidade intrinseca
de aplicar um parametro de padronizacdo para avaliar o estado de saude do 6rgéo e
para medir o dano isquémico, a fim de prever a viabilidade do enxerto como um
indice de evolucéo pos-transplante(Catena e cols., 2013).

Belzer em 1967 desenvolveu uma bomba de perfuséo pulsatil, perfundindo e
preservando rins durante setenta e duas horas, empregando crioprecipitado
oxigenado a baixa pressdo e a uma temperatura de 6°C a 10°C. Apés a introdugéo

da armazenagem estatica a frio por Collins, em 1969, o interesse pela maquina de
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perfusdo diminuiu, por ser mais simples e econdmica e ter permitido a preservacéo
por até trinta horas(Catena e cols., 2013).

A hipotermia reduz a taxa de dano ao tecido, diminuindo o metabolismo
celular, forma o componente central de qualquer estratégia de preservacdo de
orgdos e contribui diretamente para o edema celular, por efeitos depressores diretos
sobre a bomba de sédio. A isquemia também resulta em pH reduzido e em um
acumulo de produtos téxicos da respiracdo anaerdbica (lactato e hipoxantina) que
contribuem para os danos dos radicais livres sobre a reperfusdo do sangue do
receptor com o 6rgao. A lesdo de isquemia e reperfusdo grave leva a funcao tardia
do enxerto pés-transplante. Tal disfuncdo tardia do enxerto tem sido associada ao
um pior prognéstico(Thuillier e cols., 2011; St Peter e cols., 2002; Abdennebi e cols,.
1998).

As solugdes de preservacdo sao projetadas para neutralizar os efeitos da
hipotermia e prolongar o tempo em que o 6rgdo pode ser mantido sem oxigénio.
Eles contém diferentes componentes baseados em trés componentes essenciais:
uma composicao eletrolitica adequada (elevada ou baixa em relagcdo ao sodio ou
potassio, um impermeabilizante para prevenir o edema celular e um tampéo para
prevenir a acidose(Hosgood e cols, 2010). No entanto, a acidose, as trocas idnicas
através da membrana celular, a entrada de calcio em compartimentos celulares e a
perda de nucleotidios de adenina também ocorrem e podem ser dirigidas por
componentes especificos nestas solugdes. Outros componentes, tais como 0s
antioxidantes, os anti-metabdlicos, os agentes farmacoldgicos podem ser incluidos,
numa tentativa de reduzir a lesdo de reperfusao(Collins, 1997; Bahde e cols., 2008).
Tradicionalmente, a preservagdo de 6rgdos comeca com a descarga imediata no rim
com uma solugcdo de conservagcéo a frio para remover o sangue e reduzir a
temperatura ao nivel mais baixo do metabolismo(Hosgood e Nicholson, 2011,
Haisch e cols., 1997).

A estocagem a frio modula a expressdo dos anti-oxidantes intrinsecos,
particularmente 0 Mn-SOD mitocondrial. A adicdo de anti-oxidantes extrinsecos a
solucdo de Belzer marcadamente alterou a sua habilidade em proteger as células
contra a injaria funcional e estrutural induzida pelo frio. Em seu trabalho pioneiro,
Belzer e Southard modificaram a solucdo de estocagem para reduzir o edema
intracelular, intersticial bem como a acidose. E intrigante observar que os radicais

livres continuam a ser produzidos no frio. Estas células crescem em placas de
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culturas quando estocadas hipotermicamente em um refrigerador e poderiam ainda
utilizar oxigénio dissolvido na solucdo da Universidade de Wisconsin para o
metabolismo e para a formacao de radicais livres. A minimizacdo da injuria celular,
do frio usando substancias anti-oxidantes permite que as células mantenham niveis
de ATP e sugere que estas células no frio mantenham algum grau de atividade
metabdlica(Salahudeen e cols., 2000).

A exigéncia de um coldide em solucbes de lavagem € controversa. Pode
evitar o edema intersticial, mas ao preco de um aumento maior da viscosidade da
solugcdo. O uso de um col6ide tem sido particularmente preconizado para a
preservacao do pancreas e polietilenoglicol parece ser uma excecao a esta regra.
Quando o PEG 20000 foi substituido pela hidroxilamida na Solucéo da Universidade
de Wisconsin, a solucdo resultante conhecida como cardiosol, demonstrou-se ser
significativamente superior para a preservacdo do coracdo por vinte e quatro
horas(Collins, 1997).

A preservacado extracorpOrea é baseada fundamentalmente no resfriamento
gue diminui a atividade metabdlica. O metabolismo ainda continua durante a
estocagem hipotérmica mesmo a 0°C(Hosgood e Nicholson, 2010). O resfriamento
sozinho, sem um suprimento continuo de metabdlitos, é capaz de minimizar a perda
lenta de fungdo com o decorrer do tempo. A heterogeneidade do metabolismo das
diferentes células renais e dos tecidos — glomerular, tubular, mesangial, vascular e
urotelial — e os efeitos varidveis do frio na taxa dos processos metabdlicos
individuais tornam isso talvez surpreendente, jA que a preservacdo por técnicas
relativamente simples tem apresentado bons resultados(Hosgood e cols., 2011; Kay
e cols., 2009; Marshall, 1984).

Existem dois métodos principais para a armazenagem a frio de rins de
doadores falecidos. No armazenamento a frio estatico, o rim é irrigado com uma
solucéo de preservacao e mantido em recipientes com gelo. A perfusdo hipotérmica
por maquina, oxigenada ou nao, mantém o esfriamento do nucleo do rim
bombeando continuamente a solucdo de conservacdo a frio através dele. Este
processo deve reduzir o dano associado com o tempo da isquemia quente e fria ao
assegurar uma distribuicdo uniforme do fluido de conservacdo ao longo do
orgao(O’Callaghan e cols., 2013; Gomez e cols., 2012). A preservacdo através da
maquina de perfusdo com solugdes cristaldides hipotérmicas melhorou a funcdo dos
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rins que sofreram danos de isquemia quente e também estendeu com segurancga o
periodo de preservacao(Szajer e cols., 2004).

Enquanto os conceitos de preservacao tém sido explorados por numerosos
estudos clinicos, muitas questfes criticas sobre 0os mecanismos, as composicoes
ideais de solucdes de preservacdo, duracdo e o método de conservacao(pulsatil
versus estatico) permanecem mal definidos. Como o armazenamento a frio diminui a
demanda metabdlica celular, a preservacdo hipotérmica de Orgdos tem sido
tradicionalmente considerada a melhor opcéo para manter a viabilidade do tecido e
da energia celular. No entanto, durante a hipotermia, o déficit de ATP aumenta
rapidamente, levando a uma diminuicdo da atividade da sédio/potassio ATPase,
contribuindo assim para maiores concentracdes intracelulares de sodio, associadas
com edema das ceélulas potencialmente letal, um efeito apenas parcialmente
compensado pelas outras solucbes de preservacao(Parsons e Guarrera, 2014,
Hosgood e cols., 2011; Bahde e cols., 2008).

1.4. Normotermia no Transplante Renal

Embora as técnicas de perfusdo normotérmica experimental tenham sido
primeiramente introduzidas no comeco do século vinte pelo cientista e cirurgido
francés Alexis Carrel, a perfusdo do 6rgdo ex-vivo isolado em temperaturas
normotérmicas ganhou entusiasmo somente nas ultimas décadas(Yong e cols.,
2016; Vogel e cols., 2012).

A perfusdo normotérmica ex-vivo tem recentemente sido introduzida para a
pratica clinica como uma nova técnica de preservacao renal. O objetivo da perfuséo
normotérmica ex-vivo é restaurar a funcéo do 6rgéo e repor substratos energéticos
no rim por um breve periodo imediatamente antes do transplante. Esta técnica que
tem sido mostrada reverte alguns dos efeitos prejudiciais da preservacéo
hipotérmica. Embora o tempo de isquemia quente seja relativamente curto, a adi¢cao
da isquemia fria aumenta a severidade da lesdo da isquemia e reperfusdo e a
probabilidade de disfuncdo precoce do enxerto(Hosgood e Nicholson, 2014;
Hosgood e cols., 2013; Hosgood e cols., 2011).
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Visto de uma perspectiva diferente, nenhuma vantagem caberia a utilizacao
de um sistema de perfusdo normotérmica, que induz uma sinalizagéo precoce para o
estresse ou a liberacdo de marcadores inflamatérios, posteriormente passiveis de
amplificacdo na fase pés-transplante imediato(Fuller e cols., 2007).

Os efeitos da conservacéo e da perfusdo normotérmica em varios parametros
bioquimicos da fung&o das células podem também ser analisados. O tecido do 6rgéo
pode ser utilizado para isolar mitocondrias, lisossomos e microssomos e, portanto,
pode ser usado para avaliar também o modo como a preservacao e a reperfuséao
afetam a funcdo das organelas subcelulares isoladas. Esta informacao proporciona
um perfil relativamente completo da competéncia funcional do 6rgdo e identifica
locais de lesdo metabdlica. Os sistemas subcelulares isolados podem indicar como a
preservacdo afeta as funcdes metabolicas especificas do 6rgdo; eles também
podem revelar como os agentes locais especificos contidos em solucdes de
preservacdo afetam a funcdo de organelas isoladas. A preservacdo da funcao
mitocondrial é criticamente importante para a viabilidade celular(Southard, 1989).

A perfusdo normotérmica compreende o transporte de oxigénio suficiente
para manter os niveis celulares de ATP normais, a temperatura fisiologica para
permitir funcdes celulares normais e o transporte de nutrientes para prevenir a
deplecdo de substratos energéticos celulares. As vantagens sdo: evitar a lesédo
celular causada pelo frio, independentemente da isquemia; minimizar a injuria de
isquemia e de reperfusdo pela prevencao da deplecdo de ATP celular ou pela sua
reversdo em Orgaos previamente sujeitos a isquemia(como nos doadores pds-morte
cardiaca); permitir que a funcdo do érgao seja avaliada durante a armazenagem, a
fim de testar a viabilidade de 6rgédos de doadores de alto risco(Hosgood e Nicholson,
2014).

Rins de doadores de alto risco sao particularmente susceptiveis a lesdes
durante a preservacdo hipotérmica. Técnicas de preservacdo normotérmica tém o
potencial de serem adaptadas a métodos para manter a melhor viabilidade do tecido
em comparacdo com as técnicas hipotérmicas e podem ser utilizadas para melhorar
e avaliar o estado do 6rgéo, o que pode ser particularmente benéfico para rins de
doadores pos-morte cardiaca. Os mecanismos de protecdo associados com a
perfusdo pulséatil permanecem em grande parte obscuro. Pode-se especular que a
perfusdo pulsétii pode ndo s6é fornecer nutricdo e eliminagdo de toxinas, mas

também sustentar mecanismos fisiologicos vasoprotetores mediados por fluxos
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endoteliais, que podem afetar significativamente a lesdao de isquemia e de
reperfusao e eventos da resposta imune(Catena e cols., 2013).

A perfusdo normotérmica poderia oferecer uma avaliacdo mais precisa e
imediata de viabilidade em relacdo as técnicas de hipotermia. Outra vantagem clara
de restaurar o metabolismo durante a conservacao € a oportunidade de manipular e
tratar os rins antes do transplante. A preservacao normotérmica favorece processos
celulares com a producdo ativa de ATP. A preservacdo normotérmica tambéem
permite o tratamento de rins com agentes terapéuticos para melhorar a condicao de
preservagao e segmentar os mecanismos de lesdo de isquemia e de reperfuséo
apos o transplante. Um fornecimento continuo de perfusato quente e oxigenado é
vital - qualquer falha técnica durante a preservagdo de um érgdo humano pode ter
um impacto desastroso, tornando o 6rgéo inviavel(Vogel e cols., 2012).

Rins de doadores de alto risco e ap6s morte cardiaca exigem um apoio
adicional durante a preservacao para manter a viabilidade do tecido. Além disso, as
técnicas de preservacdo normotérmica, tém um maior potencial do que
simplesmente preservar a viabilidade. Eles podem ser usados como um método
para proteger contra a preservagao e a injuria de isquemia e reperfuséo, ressuscitar
0 rim para instigar os mecanismos de reparacdo, regular genes especificos em
matéria de condi¢cbes agudas e crdnicas e também permitir uma avaliacdo completa

do rim antes de ser transplantado(Hosgood e Nicholson, 2011).

1.5. Maquina de Perfusédo Renal

A perfusdo hipotérmica do rim tornou-se um método cada vez mais
estabelecido para a preservacdo renal. A preservacao por estocagem hipotérmica
estatica permanece o padrdo ouro na preservagdo renal(Guarrera e cols., 2010).
Estudos clinicos tém demonstrado superioridade da preservagdo hipotérmica por
maquina sobre o armazenamento a frio e esta modalidade provou ser um método
confiavel para a preservacgao renal(Vaziri e cols., 2011).

A perfusdo hipotérmica por maquina(HMP) é uma técnica dinamica de
preservacdo onde a circulacdo continua de solucdo de preservacdo permite a

disponibilidade dos substratos metabdlicos necessarios para a geracdo de ATP. A
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perfusdo hipotérmica por maquina também gera um efeito de lavagem que melhora
a microvasculatura apos a reperfusédo. A perfusdo hipotérmica por maquina permite
o transporte de anti-oxidantes durante a perfusdo. A HMP tem sido mais usada para
o transplante renal com dados mostrando superioridade na funcdo precoce do
enxerto e na sua sobrevida(Guarrera e cols., 2010).

Nos anos setenta, a perfusdo pulsatil por maquina foi o0 método padrédo de
preservacao para enxertos renais, embora tivesse poucos protocolos escritos. Foi
realizada uma variedade de estudos comparando perfusdo pulsétil por maguina com
estocagem a frio. Esses estudos mostraram poucos beneficios da perfusdo pulsatil
por maquina sobre estocagem a frio; desta forma, no inicio dos anos oitenta, a
estocagem a frio foi quase que universalmente adotada como um método de escolha
de preservacdo. Contudo, o interesse foi renovado na perfusdo pulsatil por maquina
no inicio dos anos noventa por duas razdes. Primeira, novas solucdes de
preservacao foram desenvolvidas que pareciam melhorar os resultados com a
maquina de perfusdo, e segundo, com a persistente e piora da escassez de
doadores, levando os profissionais a buscar novas fontes de rim para doacéo(Knight
e Nicholson, 2001).

O trabalho de Le Gallois sobre a perfusdo cardiaca e o de Bernard sobre a
perfusdo hepética sao frequentemente citados na literatura. O desenvolvimento de
sistemas de bombas para manter os fluxos de perfusdo controlaveis, fez a
tecnologia avancar substancialmente, mas tém aparecido muitos outros problemas
incluindo o fornecimento de soluc¢des de preservagao para perfuséo, o fornecimento
de oxigénio e de nutrientes, assim como evitar danos nos tecidos no estado
extracorpoéreo(Fuller e Lee, 2007).

O uso de 6rgédos de doadores de alto risco tornou-se um meio importante para
a expansdo do pool do doador de Orgdos. Para esses 6rgdos, o método de
conservacao aplicado € de importancia ainda maior do que para os doadores de
orgdos de coracao pulsatil(Moser e cols., 2016; Treckmann e cols., 2011).

Atualmente, o armazenamento a frio € o padréo ouro para a maioria dos
procedimentos de preservacao de Orgaos, mas, por causa dos limites de eficacia
deste método ter sido atingido e por causa do aumento do uso de doadores
marginais de 6rgados, o uso da maquina de perfusdo recuperou interesse. Apesar

dos grandes avanc¢os na tecnologia de preservacdo, bem como a rotina clinica, a
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fungéo tardia do enxerto ainda representa um problema significativo no transplante
renal(Forde e cols., 2016).

A perfusdo hipotérmica pulsatili por maquina dos rins tem sido usada
clinicamente por mais de trinta anos. A maquina de perfusédo € considerada superior
a estatica de armazenamento a frio, por causa da menor incidéncia de funcéo tardia
do enxerto, uma melhor conservagdo durante os periodos mais longos do que vinte
e quatro horas, a capacidade de monitorar o fluxo renal, a pressao e a resisténcia
interna e avaliar a viabilidade renal, e a possibilidade de fornecer suporte metabdlico
durante a perfusdo(Mozes e cols., 2005).

Numerosas vantagens da preservacao hipotérmica por maquina tém sido
relatadas na literatura. Este método pode diminuir o vasoespasmo, engquanto fornece
parametros adicionais, tais como o fluxo, a resisténcia, a temperatura e a presséo, o
que permite uma avaliacdo de danos isquémicos e a viabilidade do 6rgdo como
possiveis preditores de pos-transplante(Moers e cols, 2009).

A preservacao hipotérmica por maquina oferece a possibilidade de melhorar a
qualidade do 6rgdo por terapias de intervencdo farmacologica e de tipagem
genética. Além disso, ela mantém a estimulacdo hemodinamica da vasculatura, que
desempenha um papel critico em condic¢des fisiolégicas normais. Nos ultimos anos,
0 interesse na preservacdo hipotérmica por maquina aumentou devido ao maior
namero de 6rgdos de doadores de alto risco que sao predispostos a disfungéo
primaria e a funcéo retardada do enxerto. Na verdade, os enxertos de alto risco nao
sé mostram o comprometimento da qualidade, mas também s&o mais propensos a
insultos isquémicos(Catena e cols., 2013).

A maquina de perfusdo hipotérmica permite um fornecimento continuo de
oxigénio durante a preservacdo, juntamente com a remocdo dos residuos
metabdlicos. No entanto, o fornecimento de oxigénio durante o armazenamento de
orgaos, como na maquina de perfuséo hipotérmica, é provavel que seja uma espada
de dois lados; embora a presenca de oxigénio diminua ou evite a lesdo celular
isquémica, promove lesbes mediadas por radicais livres. Isto é de particular
interesse como as células isoladas em estudos demonstraram que a hipotermia,
usadas como uma medida de protecdo na preservacdo de 6rgdos aumenta a
disponibilidade de ferro intracelular redox-ativo e na presencga de oxigénio, origina
um prejuizo celular mediado pelos radicais livres. Assim, de um ponto de vista

mecanicista, o suprimento de oxigénio sob condi¢cdes de hipotermia deve ser feito na
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presenca de quelantes de ferro para disponibilidade intracelular para evitar esses
efeitos adversos do oxigénio(Jamieson, 2007).

Os beneficios da maquina de perfusdo sdo mais claramente vistos em 6rgaos
de doadores marginais. O pool particularmente importante de doadores de érgéaos
marginais e foco de atencdo consideravel é o doador de cora¢do parado. A perfusédo
pode quebrar este ciclo através da manuten¢do ou reposicao de substratos celulares
durante o periodo de conservacdo. Esta perfusdo pode ser feita antes do
armazenamento ou logo antes do reimplante do rim(St Peter e cols., 2002).

Com o alargamento dos critérios para incluir os érgaos de doadores critérios
expandidos e aqueles pés-parada cardiaca, a preservagao estatica esta associada
ao aumento da disfuncao tardia do enxerto e a perda do enxerto. A preservacao
hipotérmica por maquina de perfusdo esta cada vez mais sendo usada como um
método alternativo para o armazenamento estatico a frio para conservacdo de
enxertos obtidos de doadores ndo 6timos. Na verdade, véarios estudos relataram
uma maior reducéo da disfuncéo tardia do enxerto apds a preservacao por maguina
de perfusdo do que apés o armazenamento a frio estatico. A preservacdo por
maquina de perfusdo é particularmente eficiente na diminui¢cdo tanto da disfungéo
primaria do enxerto como da disfun¢éo tardia do enxerto em rins de doadores de
critérios expandidos, bem como na reducao da disfuncéo tardia do enxerto em rins
de doadores pés-parada cardiaca(Bon e cols., 2012).

O perfusato deve fornecer oxigénio para o0 O6rgdo por meio de um
transportador de oxigénio. A hipotermia retarda o metabolismo, reduz a necessidade
de oxigénio, e é claramente essencial para 0 armazenamento simples. No entanto,
se o substrato celular continuo é fornecido, isso ndo é mais um requisito absoluto. A
hipotermia durante a perfusdo permite menos oxigenacao e taxas de fluxos mais
baixas, mas também esta associada com o aumento da resisténcia vascular e
diminuiu a disponibilidade de oxigénio. Assim, um veiculo de oxigénio pode nao ser
necessario para atingir o fornecimento de oxigénio adequado durante a preservacéo
hipotérmica(St Peter e cols., 2002).

A maquina de perfusdo normotérmica de Orgdos isolados ndo é uma
tecnologia inovadora. Na primeira metade do século vinte, Alexis Carrel e Charles
Lindbergh perfundiram 6rgdos abdominais com soro oxigenado em normotermia e

demonstraram a viabilidade durante varios dias(Yong e cols., 2016).
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A preservacao de um 6rgdo por maquina em temperatura corporal representa
uma inversdo completa do pensamento atual em termos de preservacédo de 6érgaos.
Em contraste com o armazenamento a frio, o principio subjacente da preservacao
por maquina de perfusdo normotérmica € manter o metabolismo celular em um
ambiente fisioldgico ao longo de todo o periodo de conservagdo. A isquemia é
prevenida pela perfusdo do érgdo com meio rico em oxigénio; a circulagéo continua
de substratos metabodlicos e a remocdo de residuos fornecem a base para a
producdo do ATP. Pelo fato do oxigénio ser consumido a uma taxa elevada pelos
tecidos funcionando em normotermia, a solugdo de perfusdao requer um
transportador de oxigénio especializado, e 0 sangue € mais amplamente utilizado
para este fim(Vogel e cols., 2012).

Varios outros estudos concluiram que os rins conservados em maquina de
perfusdo mostram melhor funcéo precoce do que a preservagao por armazenamento
a frio. A importancia da funcéo inicial foi reforcada por varios estudos que mostram
uma correlacdo entre a disfuncao inicial do enxerto e a sobrevivéncia do enxerto a
longo prazo. Esta bem estabelecido que a perfusdo por maquina proporciona
periodos de preservacao mais bem sucedidos. A preservacao renal com sucesso foi
conseguida pela maquina de perfusdo por até cinco a sete dias(Guarrera e cols.,
2010).

Atualmente, a armazenagem a frio estatica e a maquina de perfusdo sao
usadas em paralelo e em beneficio de um sobre o outro conceito. As questbes
criticas referente ao perfusato 6timo para qualquer perfusdo a frio estatica ou
pulsatil, o modo de perfusdo(pulsétil ou continua), a duragdo da conservacao e 0s
aditivos do perfusato permanecem controversos(O’Callaghan e cols., 2013).
Atualmente no Brasil, a maquina de perfusdo ainda é um procedimento com custo
muito alto e utilizado por pouquissimos centros de transplantes. E somente

disponibilizada para os doadores com alto risco para disfungao retardada do enxerto.

1.6. Lesao de Isquemia e Reperfusao

A leséo de isquemia e reperfusdo é um processo complexo, que envolve a

fisiopatologia da hipoxia e/ou da reoxigenacdo, o edema induzido pelo desequilibrio
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iGnico e a acidose, o stress oxidativo, o desacoplamento mitocondrial e a ativacédo da
cascata de coagulacdo e do endotélio, que estd associada com uma resposta
imunologica pro-inflamatéria(Snoeijs e cols., 2011). As principais consequéncias da
lesdo de isquemia e reperfusdo renal sdo a disfuncéo renal priméaria do enxerto e a
funcéo retardada do enxerto ou a disfuncéo crénica do enxerto, 0s quais envolvem
um regresso obrigatério do paciente para a dialise(Bon e cols., 2012; Thuillier e
cols., 2011). A lesédo de isquemia e reperfusdo desencadeia uma complexa cascata
de eventos que produz mais danos com a consequente ativacdo de mediadores
inflamatorios, danos ao endotélio, bem como a ativacao e a infiltracdo de neutrdfilos
com a geracao de espécies reativas de oxigénio(Hosgood e cols., 2011; Kibondo e
cols., 2010; Waller e cols., 2006).

A funcao tardia do enxerto e a necrose tubular aguda devido a lesdo de
isquemia e reperfusdo tém sido associadas a episédios de rejeicdo aguda
subsequentes, cuja incidéncia € um importante preditor de nefropatia cronica do
enxerto, em si a causa mais comum de falha do enxerto(Heylen e cols, 2015). E
claro, portanto, que as melhorias nas solu¢des de conservacédo podem ter beneficios
significativos para os transplantes clinicos em todo o mundo(Requido-Moura e cols.,
2015).

Disturbios microcirculatérios devido a disfuncao do endotélio vascular sdo um
expoente comum durante a lesdo de isquemia e reperfusdo de oOrgaos solidos,
incluindo o rim. Espécies reativas de oxigénio geradas no local da mucosa vascular
podem comprometer diretamente a homeostase e a funcédo endotelial. Além disso,
anions superoxidos podem inativar o 6xido nitrico derivado do endotélio através da
formacdo de peroxinitrito e deste modo, evitar a vasodilatagdo mediada pelo 6xido
nitrico(Herrero e cols., 2006). Mais importante ainda, as células endoteliais séo
particularmente propensas a lesdo induzida pelo frio dependente de ferro com
formacdo intracelular de espécies reativas de oxigénio(Gallinat e cols., 2013).

Os efeitos das lesdes de isquemia e reperfusédo e o dano tecidual
subsequente que se manifesta como disfuncédo tardia do enxerto pode tornar o 6rgéo
mais visivel para o sistema imunitario do receptor e promover a ativacdo da
imunidade inata e adaptativa contra o 6rgao do doador. Em particular, a peroxidagao
lipidica irA conduzir ndo s6 a membrana a danos e a ativacdo das vias do &cido
araquidonico com subsequente liberacédo de prostaglandinas e de leucotrienos, mas

também pode aumentar a susceptibilidade do tecido para a ativacdo do
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complemento pela via alternativa. Tais mediadores pro-inflamatérios ndo sé vao
estimular a liberagdo de citocinas e quimiocinas pelo tecido danificado, mas também
ird contribuir para uma resposta de fase aguda que promove ainda mais
inflamacado(Ahmad e cols., 2004).

N&o somente a hipotermia, mas também a alteracdo abrupta de temperatura
de hipotermia para normotermia, que ocorre no momento da reperfusdo do enxerto
renal, pode causar disfuncdo mitocondrial e ativacdo da via apoptética
mitocondrial(Deken e cols., 2016).

Estratégias para aliviar danos relacionados com as espécies reativas de
oxigénio devem ter por objetivo limitar a sua produgéo durante a preservacao a frio e
no momento da reoxigenacdo e o reaquecimento, em vez da abordagem mais dificil
de neutralizar estas moléculas ja produzidas. Um terceiro elemento é a preservagao
da integridade da membrana celular, e, particularmente, os das células endoteliais,
que estdo em contato direto com a solucdo de armazenamento a frio durante a
preservacao. Além disso, € importante manter a integridade do glicocalice, que
fornece tanto a protecdo contra o edema como limita a visibilidade de moléculas

alogénicas na superficie da membrana da célula endotelial(Bahde e cols., 2008).

1.7. Solucdes de Preservacédo do Rim para Transplante

Muitas solucdes de preservacéo foram desenvolvidas ao longo dos anos com
esforcos de pesquisas para encontrar solugdes apropriadas, e uma das primeiras
solugbes para a preservacéo renal foi desenvolvida por G.M. Collins. A solucao de
Collins foi modificada pela organizacdo Eurotransplante, retirando 0 magnésio sem
efeito negativo nos resultados na preservacédo. Hoje em dia, as principais solucdes
para a preservacao renal sdo a solugao da Universidade de Wisconsin(UW) mais
conhecida como solugcdo de Belzer, a solugdo Histidina-Triptofano-
Cetoglutarato(HTK ou Custodiol), a solucdo Celsior, a solucdo do Instituto George-
Lopez(IGL-1), a solugédo PolySol, a solugédo EuroCollins, a solugéo citrato hipertdnica
ou a solugcdo de Marshal(HOC) e a sacarose tamponada com fosfato -
PBS(Muhlbacher e cols., 1999).
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A introducdo da solugcdo de Belzer em 1988, representou um avanco
importante, que permite o armazenamento a frio estatico de rins e 6rgédos extra-
renais por mais de doze horas. Uma variedade de outras solucdes de preservacao
tem sido proposta desde entdo, incluindo a introdugdo com sucesso da solucdo de
Bretschneider histidina-triptofano-cetoglutarato (HTK), Celsior ou a PolySol. A
solucdo HTK tornou-se uma solucdo padréo estabelecida na preservacao estatica de
rim e figado, o equivalente a solucdo de Belzer(Gallinat e cols., 2013).

As solucdes intracelulares séo caracterizadas pelo teor elevado de potassio e
baixo em soédio para evitar o edema celular. A primeira solucdo de estocagem
estatica a frio foi desenvolvida por Collins na década de sessenta. Uma pequena
modificacdo realizada pela Fundacdo Eurotransplante em 1976, eliminou o
magneésio, resultando na solucédo Eurocollins que foi usada principalmente na era
antes da solucdo de Belzer ter sido desenvolvida(Masaki e cols., 2000). Esta
solucdo EuroCollins foi padrdo na Europa por quase quinze anos e € uma solucéo
de preservacao do tipo intracelular(Jamart e Lambotte, 1983).

O principio béasico da solucdo EuroCollins € baseado na filosofia da
composicao eletrolitica intracelular onde a concentracao eletrolitica mimetiza 0 meio
intracelular. Tem um forte tamp&o de fosfato e como um carreador para a carga
osm@tica para atingir uma condicao hiperténica de 420 mOsmol, a glicose é usada.
Este fato pode ser a maior desvantagem, porque mesmo sob condicdes
hipotérmicas, a glicose é enzimaticamente discriminada pelo menos para o nivel do
lactato, que resulta na duplicacdo de moléculas de substrato intracelular seguida
pelo edema celular(Muhlbacher e cols., 1999).

As pesquisas continuas e sistematicas por Folkert Belzer e Southard na
década de oitenta levaram ao desenvolvimento da solucdo da Universidade de
Wisconsin e sua introdugéo clinica em 1987. Os substratos metabolicamente inertes
tais como o lactobionato e a rafinose servem como agentes osmoticos. O
hidroxietilamido é usado como um colbide que previne o edema intersticial e tem um
efeito benéfico nas metaloproteinases, mas aumenta a viscosidade. O coldide foi
originalmente adicionado a solucéo de preservacao para prevenir o edema tecidual
devido a presséo hidrostatica. Nesta solucdo, os compostos alopurinol e o glutation
sdo incluidos para prevenir a formacdo de espécies reativas do
oxigénio(O’Callaghan e cols., 2013).
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Esta nova solucdo de preservacédo introduz trés novas filosofias: (a) a
concentracdo osmotica ndo é a mais longa mantida pela glicose metabolicamente
ativa, € melhor alcancada pela administracdo de substratos metabolicamente inertes
como o lactobionato e a rafinose; (b) muita atencdo € dada para a administracao
adicional do carreador col6ide hidroxietilamido(HES); (c) a adi¢cdo de captadores de
radicais livres, adenosina, glutation e o alopurinol. Os ultimos trés produtos quimicos
foram adicionados para as seguintes consideracfes: a adenosina como um
precursor pronto-disponivel para a sintese de ATP durante a reperfuséo; o glutation
principalmente para fornecer uma protecdo possivel contra a lesdo de radicais livres
associada a reperfusdo; e o alopurinol para inibir qualquer ativagdo da xantina
oxidase durante a reperfusdo(Muhlbacher e cols., 1999).

A solucdo de Belzer é considerada a solucdo de preservacdo padrdo ouro
para os rins, figado, pancreas e intestino delgado(Li e cols., 2016; Meine e cols.,
2015; Vaziri e cols., 2011; Mangus e cols., 2006; Agarwal e cols., 2006; Agarwal e
cols., 2005; Nardo e cols., 2005). Contudo, a desvantagem da alta viscosidade, alto
preco e o fato que os captadores de radicais glutation ndo podem ser detectados
nas bolsas por analise clinica(presumivelnente devido a difusdo) encorajou
competidores a produzir novos compostos com melhores custos(Parsons e
Guarrera, 2014).

Entre os principais componentes das solucdes de preservacdo, os colbides
Sa0 essenciais para prevenir ou minimizar o edema intersticial. O hidroxietilamido foi
escolhido para a preparacdo da solucdo de Belzer, mas causou um aumento da
agregacdo dos eritrocitos(Li e cols., 2016). Esta solucdo foi também testada
prospectivamente em um estudo multicéntrico Europeu, onde a solugéo de Belzer foi
superior a solugdo Eurocollins por diminuir a taxa de funcéo tardia do enxerto de
33% para 23%(Ploeg e cols., 1992). Ela foi a primeira a conter lactobionato e
rafinose, ambas relativamente grandes moléculas impermeabilizantes que
efetivamente controlam o volume da célula(Faenza e cols., 2001). A solugédo de
Belzer e a de Collins contém fosfato para controlar a acidose, e um alto nivel de
potassio para minimizar a perda deste cation intracelular(Muhlbacher e cols., 1999).

A solucdo de Histidina-Triptofano-Cetoglutarato(HTK) foi introduzida por H.J.
Brettschneider, que desenvolveu uma solucéo fisiologica cardioplégica em 1970. A
filosofia basica é a introducéo de um potente sistema tampao, que é a histidina, junto

com outros dois substratos(Mangus e cols., 2006; Agarwal e cols., 2006; Nardo e
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cols., 2005). O desenho béasico desta solugédo consiste de um muito potente tampéo,
histidina, combinado com dois aminoacidos. O triptofano serve como um
estabilizador de membrana e um anti-oxidante enquanto o cetoglutarato age como
um substrato para o metabolismo anaerdbico durante a preservagao(O’Callaghan e
cols., 2013; Muhlbacher e cols., 1999).

Durante a hipotermia, a sodio/potassio ATPase esta inativa. As solugcbes do
tipo intracelular tal como a da solucdo de Belzer sdo atualmente consideradas
importantes para preservar a viabilidade celular. O tipo extracelular tais como a
solucdo HTK tem baixa concentracdo de potassio e alta concentracdo de sédio.
Comparando a solugédo de Belzer com a HTK, rins conservados na solu¢cdo HTK
produzem maiores valores de espécies reativas do oxigénio(ROS). No entanto, a
perfusdo com HTK antes do armazenamento em solucdo de Belzer pode melhorar
os resultados que séao refletidos pela reducao dos radicais livres(Nafar e cols., 2011).

A solucdo HTK estd sendo cada vez mais usada na preservacao dos 6rgaos
abdominais como uma alternativa para a solucdo de Belzer. Contudo, tém existido
preocupacdes sobre a eficiéncia da solucdo HTK para proteger contra a injuria da
isquemia fria no rim, pancreas e transplante de figado(Hosgood e cols., 2010).

A solucédo de preservacdo Celsior, criada pelo grupo Pasteur-Merieux, € uma
mistura do carreador impermeabilizante osmoticamente inerte da Solucdo de Belzer,
lactobionato e manitol, e o forte tampéao da solu¢cdo HTK usando 30 mmol do tampéo
histidina, juntamente com a presenca de glutation reduzido como um antioxidante.
Do ponto de vista dos eletrolitos, Celsior € uma solucdo rica em sédio, pobre em
potassio que é Unica neste aspecto(Muhlbacher e cols., 1999). A solugéo Celsior foi
desenvolvida inicialmente para a preservacdo cardiaca no comeco dos anos
noventa. E semelhante & solucdo de Belzer na composicdo e tem provado ser
também util na preservacéo de rins, figados e pancreas. Ao contrario da solucéo de
Belzer, ela tem um elevado teor de s6dio(100 mM) e um teor menor de potassio(15
mM), e tem relativamente baixa viscosidade, uma vez que ndo contém
hidroxietilamida(O’Callaghan e cols., 2013; Barr e cols., 1997).

A solucgédo IGL-1 foi desenvolvida na Europa em 2005, inicialmente usada na
preservacao de enxertos renais e, posteriormente, no transplante hepatico. A IGL-1
€ uma solucdo de conservacdo com duas novas modificacfes. Altos niveis de
potdssio na solucdo de Belzer foram criticados por induzir vasoconstricdo e lesédo

endotelial(De Rougemont e cols., 2010). Na solucdo IGL-1, a concentracdo de sodio
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€ mais alta e a concentragcdo de potassio é mais baixa para evitar efeitos
vasoconstritores em células endoteliais e na microvasculatura. Além disso, a
hidroxietilamida é substituida pelo polietilenoglicol(PEG), porque o coloide original na
solucéo de Belzer mostrou estar associado com a agregacao de glébulos vermelhos
e obstrucdo da microcirculacado(Badet e cols., 2005; Van der Plaats e cols., 2004). A
molécula de polietilenoglicol também tem efeitos vasodilatadores e anti-oxidantes.
Os baixos niveis de potassio e altos niveis de sodio associado ao uso do PEG
demonstraram serem benéficas ao diminuir o dano microcirculatorio e,
consequentemente, a lesédo de isquemia e de reperfusédo. Estudos tém demonstrado
que a solucao IGL-1 também diminui a resposta inflamatoria, o dano mitocondrial e a
leséo hepatocelular, quando comparada a Solucéo de Belzer(Badet e cols., 2005).

A solucdo PolySol tem sido recentemente introduzida com o objetivo de
facilitar o transplante de érgaos isquémicos(Catena e cols., 2013). Esta solucdo
combina coléide, impermeabilizantes, tampdes, varredores de radicais livres,
aminoacidos, vitaminas para melhorar a energia e o metabolismo da gordura no
figado transplantado(De Rougemont e cols., 2010).

Ao longo de varias décadas, a solucdo de perfusdo predominante para a
maquina de preservacao hipotérmica foi a Solu¢do de Belzer-MPS, formulada por
Belzer e Southard, em 1983, e manteve-se comercialmente inalterada ao longo dos
anos. Hoje em dia, ela € distribuida sob o nome de KPS-1(Gallinat e cols., 2013).
Além disso, em compara¢édo com a solucao de Belzer, a solucdo Belzer-MPS possui
uma concentracdo aumentada de sédio(a partir de 30 a 100 mM) e um reduzido teor
de potassio(125-25 mM) e tem o lactobionato e a rafinose substituidos por 30 mM de
manitol e 85 mM de gluconato, como impermeabilizantes principais. Com base
apenas no conteudo idnico, a Solucdo Belzer-MPS é classificada como uma solucao
isotbnica de tipo extracelular que imita o ambiente extracelular normal das
células(Baicu, 2005).

A KPS-1, no entanto, ndo contém acido lactobibnico e pode, portanto,
promover alteracdes celulares devido aos ions redox de ferro ativos, durante a
perfusao fria. Por contraste, a Solucdo de CND inclui fortes quelantes de ferro que ja
foram mostrados diminuir eficazmente a lesdo celular mediada pelos radicais livres
durante a preservacdo hipotérmica do figado por maquina. O aumento da
peroxidacdo lipidica durante preservagdo hipotérmica renal, por maquina e com

KPS-1, evidenciado no presente estudo, também sugere maior formacédo de
23



espécies altamente reativas de oxigénio na KPS-1, em comparacdo com a Solucao
CND(Gallinat e cols., 2013; Minor e cols., 2015).

A AQIX é uma solucédo de preservacdo normotérmica, capaz de suportar a
atividade celular em temperaturas normais. Um estudo anterior mostrou que a AQIX
mantem a viabilidade em rins de porco lavados e estaticamente armazenados
durante duas horas a 32°C numa solug&o na qual foi realizada uma pré-oxigenacao.
O elemento chave de preservacdao normotérmica € manter o rim num estado de
fornecimento de oxigénio e de nutrientes fisiolégicos normais para suportar o
metabolismo aerdbico. Isto tem muitas vantagens, mas também uma desvantagem
potencialmente importante, na medida em que é logisticamente dificil de
implementar na pratica clinica, quando se considera o equipamento adicional
necessario para proporcionar este suporte metabodlico. Mais praticamente, usando
uma combinacédo de técnicas hipotérmicas e normotérmicas provou ser benéfico(Kay
e cols., 2011).

A Solucdo PBS140 tem uma viscosidade mais baixa, tornando mais facil a
sua utilizacéo e que permite a perfusdo mais rapida e eficiente do 6rgdo do doador.
Todos estes fatores tém o potencial de melhorar significativamente os resultados de
transplante, reduzindo o dano inicial do tecido no momento do transplante(Ahmad e
cols., 2004; Song e cols., 2001).

O uso da molécula de polietilenoglicol demonstrou reduzir a producao de
espécies reativas de oxigénio e estabilizar a membrana dos fosfolipidios. A
preservacao dos 6rgdos com solugdes que contém polietilenoglicol também tem sido
associada a uma resposta imunitaria menos potente com base em taxas reduzidas
de rejeicdes agudas, quando os orgdos foram perfundidos com polietilenoglicol. A
molécula de polietilenoglicol pode interagir com moléculas de adesao de superficie,
criando uma barreira fisica que acredita-se impedir a ativacdo das células T,
mediadas pelo complexo maior de histocompatibilidade de classe II(Timsit e Tullius,
2011).

E, portanto, provavel, que as moléculas de polietilenoglicol inibam ou reduzam
0 estresse oxidativo, principalmente através da preservagdo ou da restauracdo da
integridade da membrana e, portanto, poderia proteger contra a producdo de
espécies reativas de oxigénio durante a lesdo de isquemia e de reperfusdo. Além
disso, a prevencdo do edema protege contra o edema mitocondrial, que por si sO é
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um fator que contribui para o aumento da geracdo de espécies reativas de
oxigénio(Hauet e Eugene, 2008).

Os polietilenoglicois oferecem varias vantagens para a preservacao: eles nao
sao toxicos, neutros e soluveis em agua. Além disso, os polietilenoglicois tém uma
elevada afinidade com as moléculas de 4gua ao longo da sua cadeia, resultando em
camadas de agua estruturadas quando adsorvidos a superficie da célula. Com
efeito, os dados a partir de modelos experimentais indicam que os polietilenos glicois
sdao mais eficazes em melhorar a preservacdo do enxerto do que o

hidroxietilamido(Thuillier e cols., 2011).

1.8. Glutamina e Alanina

Em 1873, Hlasiwetz e Habermann foram os primeiros a considerar a
glutamina como sendo uma molécula com propriedades biologicamente importantes.
Cerca de sessenta anos depois, Krebs, em 1935, demonstrou que as células
possuiam a capacidade de sintetizar ou degradar glutamina. Em todas as células, a
glutamina pode ceder atomos de nitrogénio para a sintese de purinas, pirimidinas e
de aminoéacidos(Cruzat e cols.,, 2009). O ciclo das purinas e a glutamato
desidrogenase podem formar amoénia a taxas significativas e aproximadamente
iguais. O ciclo opera para formar amonia até que os niveis de ATP(e GTP) caiam
para um nivel critico até que a amobnia seja formada via glutamato
desidrogenase(Bogusky e Aoki, 1982).

A glutamina € um aminoacido ndo essencial. Entre os aminoacidos utilizados
para a sintese de proteinas é o aminoacido livre mais abundante no corpo. O volume
de glutamina provavelmente é de mais ou menos 70 g/d em seres humanos sob
circunstancias normais poés-absortivas. Cerca de 30% deste fluxo de glutamina é
derivada da degradacdo de proteinas e o restante é sintetizado de novo. O local
mais importante da sintese de glutamina provavelmente € o musculo esquelético.
Além disso, o cérebro, o tecido adiposo, o coracdo e os pulmdes liberaram glutamina
sob certas condi¢des fisiologicas e patoldgicas. A funcdo do figado na sintese de
glutamina é variavel e depende, entre outros fatores, da homeostase acido-basica;
sob condices fisiologicas, o equilibrio entre a glutamina hepatica € proximo de zero.
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Postulou-se que, sob condicdes de aumento da procura, fontes enddgenas de
glutamina podem tornar-se um fator limitante para a sintese de proteinas e de outros
processos metabolicos; por esta razdo, a glutamina € por vezes referida como um
aminoacido essencial condicional. A glutamina tem um papel crucial como um
veiculo ndo toxico de nitrogénio entre os 6rgdos. Assim, no estado de jejum normal,
0 rim capta glutamina a partir do sangue, embora o rim tenha mostrado liberar
glutamina em certas circunstancias. A absorcao renal de glutamina no ser humano
varia entre sete e dez gramas por dia, uma quantidade que é igual a 10-15% do
fluxo de glutamina em todo o corpo. A glutamina é metabolizada principalmente pela
glutaminase, enzima dependente de fosfato intramitocondrial; apenas mais ou
menos 10% sdo metabolizadas pela gama-glutamil transferase ligada a membrana
no tubulo proximal distal(Van de Poll e cols., 2004).

A glutamina é o aminoacido mais abundante no plasma de um mamifero e é
transportada ativamente e metabolizada em quase todos os tecidos. Porque a
glutamina pode ser sintetizada de novo, tem sido historicamente designada como
um aminoacido "ndo essencial". Evidéncias recentes sugerem, no entanto, que isso
pode ser um equivoco. Embora o corpo tenha normalmente grande reserva de
glutamina e pode sintetizar glutamina em grandes quantidades, estados catabdlicos
tais como grandes cirurgias, traumas, sepse sdo caracterizados por taxas de
consumo de glutamina de corpo inteiro que excedem a producdo maxima de
glutamina. Se o estresse catabdlico persistir, a deplecdo de glutamina profunda se
desenvolve e pode contribuir para um resultado pobre. Embora a glutamina seja
abundante no sangue e nos tecidos, ela é também consumida rapidamente. Uma
das razdes para a sua extremamente alta taxa de rotatividade € a grande variedade
de fungBes metabdlicas que, direta ou indiretamente, dependem da glutamina.
Embora a glutamina possa ser utilizada de forma diferente em tecidos diferentes e
em diferentes estados fisioldgicos, as suas fun¢gdes dentro da célula geralmente sao
separadas em quatro categorias: (1) o seu papel no transporte do nitrogénio; (2) sua
importancia na manutencdo do estado redox celular; (3) a sua posigdo como um
intermediario metabdlico e (4) e seu papel como fonte de energia(Labow e Souba,
2000).

As potenciais fungbes da glutamina no homem sao: constituinte das
proteinas(membranas, enzimas, transportadores, etc), precursora da amoniagénese

renal, precursora da ureiagénese hepatica, doadora de nitrogénio para a sintese das
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bases puricas e pirimidinicas, precursora de neuromediadores(acido glutamico,
acido gama—amino-butirico), precursora da glicose, fonte de energia(linfocitos,
macrofagos e enterdcitos) e reguladora da sintese proteica(Darmaun, 1994).

O metabolismo de glutamina renal esta intimamente ligado a homeostase
acido-basica. A glutamina é metabolizada através da glutaminase tubular renal e da
glutamato-desidrogenase, dando origem a HCO™® e NH™ este dltimo sendo
excretado na urina. A reacdao liquida resulta na excrecédo de ions de hidrogénio do
corpo. Por isso, a glutamina é utilizada como uma forma de suporte de amonia, que
desempenha um papel fundamental no equilibrio &cido-basico. Este processo, no
entanto, também fornece para a perda obrigatéria de nitrogénio do corpo, sob a
forma de aménia. A acidose aumenta o consumo renal de glutamina, mas nao tem
efeito demonstravel sobre o consumo de glutamina intestinal. Além da glutamina, a
alanina representa outro aminoacido importante envolvido no transporte de
nitrogénio a partir do masculo esquelético para outros 6rgdos do corpo. A alanina é
absorvida principalmente pelo figado e utilizada como um precursor da
gliconeogénese. A glutamina pode em Ultima analise, servir como um precursor da
gliconeogénese, sendo convertida no intestino para alanina, a qual é entéo utilizada
na sintese de glicose pelo figado(Souba e cols., 1985).

A atividade de glutaminase produz amoénia e glutamato. Existem
essencialmente dois tipos principais de glutaminase no corpo, e as duas estdo
localizadas na mitocdndria. A glutaminase hepatica € inibida por um pH baixo e a
sua atividade esta dependente da presenca de amodnia. Em contraste, as
concentracdes elevadas de amonia e de glutamato inibem a glutaminase renal. A
glutamina derivada da degradacao da glutamina renal na via de glutaminase pode
ter mais de trés destinos. O glutamato pode ser liberado para a circulagéo sistémica,
transaminando para formar alanina e a-cetoglutarato, ou ainda mais degradado na
via de glutamato-desidrogenase, dando origem a a-cetoglutarato e amoénia. O
colapso renal de glutamina vai entdo liberar a amoénia, que pode ser excretada na
urina. O papel dos rins desempenhado no metabolismo inter-6rgdos de aminoacidos
€ de importancia tanto qualitativa como quantitativa. O metabolismo da glutamina é
sujeito a uma regulacao intensa e coordenada sobre uma base inter-6rgaos entre o
intestino, o figado e o rim. Ha também o eixo inter-6rgdos proeminente entre o
intestino e o rim no que diz respeito a conversdo citrulina-arginina. Alguns

oligopeptidios (por exemplo, o glutation e os dipeptidios contendo glutamina
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administrados como suplementos nutricionais) sdo convertidos pelo rim aos seus
componentes constituintes, antes de poderem ser utilizados em processos
metabdlicos. O rim pode funcionar como mediador crucial dos efeitos benéficos da
administracdo de glutamina como dipeptideo. A evidéncia sugere que alguns efeitos
benéficos da suplementacdo de glutamina administrada a humanos sédo realmente
mediados pelo metabolismo intestinal prévio de glutamina para citrulina, que €
seguido pela converséo renal de citrulina em arginina(Van de Poll e cols., 2004).

A glutamina aumenta a expressdo da HSP-70 no tecido renal e também tem
efeitos antioxidantes. Estes resultados fornecem forte evidéncia de que os efeitos
renais protetores da glutamina sao principalmente relatados por seus efeitos anti-
inflamatorios melhor do que seus efeitos antioxidantes diretos. A glutamina preveniu
a lesdo renal aguda, diminuiu o TNF-alfa e aumentou o glutation numa dose
dependente. O pré-tratamento com glutamina significativamente restaurou os niveis
de glutation. Isto foi esperado uma vez que a glutamina € um precursor importante
para a sintese de glutation. E também conhecido que a glutamina é um indutor da
HSP-70, uma importante proteina citoprotetora contra varios estresses celulares.
Todos estes resultados indicam que a glutamina pode exercer sua protecao renal
através da ativacdo da HSP-70(Peng e cols., 2013; Bessems e cols., 2005).

A glutamina e a alanina contribuem para 60% a 65% do nitrogénio dos
aminoacidos exportados pelo masculo esquelético durante estados de stress ou na
sequéncia de tratamento com glicocorticoides. As concentracdes de glutamina no
plasma s&o significativamente reduzidas, no entanto, apesar da sua liberagéo
acelerada do musculo, indicando que a captacao de glutamina por outros érgaos
deve exceder a liberacdo do musculo. O figado foi geralmente considerado como
sendo o 6rgdo central do metabolismo de aminoacidos, mas estudos recentes tém
demonstrado uma absorcdo rapida de glutamina pelo intestino, acompanhada pela
producdo de alanina. Muhlbacher e colaboradores em 1984 demonstraram que 0s
glicocorticéides mediam um declinio na glutamina muscular intracelular e aumentam
o efluxo de aminoécidos. O intestino delgado é o principal 6rgdo do consumo de
glutamina. Os estudos in vitro utilizando glutamina isotopicamente marcada
demonstram que cerca de 40% de nitrogénio da glutamina € convertido em amonia,
enquanto 25% aparecem em alanina. Além disso, a glutamina parece ser um
combustivel respiratério preferido, com cerca de 60% dos carbonos de glutamina

sendo oxidado a CO?. O trato gastrointestinal é bem adequado para a oxidacdo de
28



glutamina, uma vez que a amoénia gerada durante este processo é liberada para o
sangue da veia porta e convertido em uréia pelo figado antes de atingir a circulagéo
sistémica(Souba e cols., 1985).

Em concentracgdes fisioldégicas dos aminoacidos glicina e alanina protegem o0s
tubulos isolados dos coelhos da injuria hipdéxica. O rim isolado e perfundido de rato
permite o estudo da func¢do renal no rim intacto. As concentracdes fisioloégicas de
glicina e as concentracbes suprafisiolégicas de alanina protegem os tabulos
proximais isolados de coelhos da injuria hipdéxica. No rim intacto as acdes da glicina
e da alanina provavelmente sdo mais complexas do que nos tubulos corticais
isolados, uma vez que os aminoacidos tém efeitos diretos na perfusao renal, filtracdo
e na oxigenacao(Endre e cols., 1994).

A glutamina tem varias propriedades Unicas que sugerem que ela
desempenha um papel importante nos estados normais e patolégicos. Do conjunto
total de aminoacidos livres intracelulares no musculo, a glutamina representa cerca
de 60%. A glutamina é disponibilizada através do metabolismo de aminoacidos
enddégenos no musculo. Os aminoacidos de cadeia ramificada sdo absorvidos pelo
musculo e 0s seus nitrogénios removidos pela transaminacdo. O destino do
nitrogénio presente é para formar glutamina e alanina. A glutamina e a alanina
transportam dois tercos do nitrogénio do aminoé&cido circulante. A glutamina é um
importante combustivel para um numero de células que se dividem rapidamente.
Esta oxidacao fornece energia, e o seu carbono e o nitrogénio fornecem precursores
para a sintese de purinas e pirimidinas, quando necessario para DNA, RNA e RNAm
de sintese, tal como demonstrado pela elevada taxa de utilizacdo da glutamina no
sistema imune e em células que se dividem rapidamente, por exemplo, nos
enterdcitos, nas células tumorais e nos fibroblastos. A glutamina € usada pelo rim
para combater a acidose através da producdo de amonia. No trato gastrointestinal, a
glutamina serve como um combustivel oxidativo e € convertida em amonia e em
alanina. Uma reducao uniforme de aproximadamente 50% no pool livre de glutamina
no musculo é uma das caracteristicas mais tipicas das respostas ao catabolismo.
Embora a glutamina seja um aminoacido n&o essencial no sentido classico, no
sentido estritamente bioquimico € essencial. A glutamina tem duas por¢gdes aminas:
um grupo a-amino e um grupo amida. Esta caracteristica est4 subjacente a sua
importancia como um transportador de nitrogénio e um transportador de amonia.

Uma vez que a glutamina é liberada a partir do musculo esquelético em quantidades
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maiores do que a sua ocorréncia na proteina muscular, deve surgir como um
resultado do metabolismo dos aminoacidos. A biossintese da glutamina a partir de
glutamato e da amodnia é catalisada pela sintese de glutamina numa reacao
dependente de ATP. Muitos autores relatam a captacao de glutamato do masculo, e
em particular, as cadeias de carbono de valina, isoleucina, asparagina, aspartato e
glutamato que sdo convertidas em glutamina. O glutamato € formado a partir de a-
cetoglutarato; o ultimo € produzido na primeira parte do Ciclo de Krebs a partir do
citrato, que por sua vez resulta da reacdo de condensacédo entre a acetil-CoA e do
oxaloacetato, catalisada pela citrato sintase. A transaminagcdo com um dos
aminoécidos envolvidos na sua sintese ira produzir glutamato. Existem dois
caminhos possiveis através dos quais o nitrogénio do segundo aminoacido pode ser
convertido em amadnia e, assim, ser incorporado em glutamina. A amoénia pode ser
produzida pela glutamato desidrogenase, que estd presente no muasculo. O
glutamato é um precursor para a sintese de glutamina ou doador de aminas para a
sintese de alanina. A glutamina € usada pelo rim para combater a acidose através
da producdo de amoénia urinaria. A glutamina € absorvida no trato gastrointestinal e
serve como um combustivel oxidativo(Moskovitz e cols., 1994).

A utilizacéo renal de glutamina para tamponar o ion hidrogénio ird aumentar a
excrecdo de amonia, e ainda aumentar a perda de nitrogénio na urina. Estas vias
podem explicar, em parte, a perda obrigatoria de nitrogénio que tem sido associada
com o estresse da lesédo e infeccdo. O processamento de glutamina e de alanina
pelo trato gastrointestinal, pelos rins e pelo figado parecem ser uma caracteristica
central da presente resposta metabdlica ao estresse(Souba e cols., 1985).

Em condi¢cdes normais, tanto o figado como o musculo liberam glutamina,
enquanto a absorcéo pelo rim e pelo trato gastrointestinal quantitativamente equilibra
esta versdo. Grande interesse esta sendo mostrado em novos substratos e, em
particular, para glutamina. Esta nova abordagem tem induzido uma explosao de
novas informacdes sobre a assimilacdo do peptidio, bioenergéticos celulares e
mecanismos de transporte. A deplecdo de glutamina esta presente em muitos
estados catabdlicos(Moskovitz e cols., 1994).

O figado é geralmente considerado como o principal, se ndo o exclusivo, local
para gliconeogénese em seres humanos pés-absortivo. Além disso, apesar do fato
de que a glutamina e a alanina sao convertidas em glicose a taxas semelhantes,

parece haver pouca ou ndo absorcdo de glutamina pelo figado humano. Os tecidos
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intestinais poderiam absorver glutamina e converté-la para alanina, que pode entao
ser convertida em glicose no figado. No entanto, estudos recentes, que indicam que
apenas 5% da alanina sdo derivadas da glutamina, lancam duavidas sobre a
importancia quantitativa desta. O figado tanto pode usar e produzir glutamina, bem
como outros precursores gliconeogénicos. Tem sido desde ha muito conhecido, a
partir de estudos em animais e in vitro, que o rim tem uma capacidade substancial
para a gliconeogénese e que a glutamina € um importante substrato para a
gliconeogénese renal. Além disso, parece provavel que esta liberacdo renal de
glicose pode ser em grande parte o resultado da gliconeogénese, porque 0 rim
humano normalmente contém pouco glicogénio, e as células que poderiam
armazenar glicogénio tém falta de glicose-6-fosfatase. A gliconeogénese global de
alanina foi responsavel também por 5% de aparecimento sistémico de glicose no
estado pds-absortivo; no entanto, em contraste com a glutamina, a producéo renal
de glicose a partir de alanina representa menos de 5% da gliconeogénese geral de
alanina, tanto no estado pds-absortivo como durante a infusdo de epinefrina. O rim
foi o local predominante para a gliconeogénese de glutamina, enquanto que a
conversao de glucose de alanina foi essencialmente limitada ao figado A captacéo
de glutamina normalmente responde por mais de 60% de todos os aminoacidos
absorvidos pelo rim humano pds-absortivo. A absorcédo renal de glutamina € mais do
gue suficiente para explicar toda a glicose produzida a partir de glutamina pelo rim,
tanto no estado pos-absortivo. Os presentes estudos indicam que parece haver
pouca gliconeogénese a partir de alanina renal em seres humanos e que a
conversdo da glicose para alanina ocorre principalmente no figado. Tem sido
demonstrada que a capacidade do rim para produzir glicose a partir de alanina varia
consideravelmente entre as espécies. Estas observagcbes fornecem uma possivel
explicacédo para a discrepancia entre a captacdo hepatica limitada de glutamina e a
contribuicdo de glutamina para gliconeogénese. O rim humano normalmente tem
pouco glicogénio, e as células que poderiam armazenar glicogénio tém falta de
glicose-6-fosfatase e, portanto, ndo pode liberar glicose livre via glicogendlise. Por
conseguinte, € provavel que toda ou quase toda a glicose liberada pelo rim € devida
a gliconeogénese. Se assim for, a gliconeogénese renal seria responsavel por cerca
de metade da gliconeogénese global. Os resultados do presente estudo indicam que
a gliconeogénese da glutamina ocorre primariamente no rim e que a gliconeogénese

de alanina ocorre quase exclusivamente no figado(Stumvoll e cols., 1998).
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Tem sido sugerido que a utilizacdo de glutamina pode ser um caminho para o
fornecimento de ATP, o que seria exigido por tais células metabolicamente ativas.
No entanto, a quebra de glutamina por linfocitos e macréfagos é apenas parcial, com
glutamina, aspartato e aménia sendo os principais produtos. A via para a oxidagao
parcial de glutamina foi denominada glutamindlise. Se a geracéo de energia a partir
de glutamina foi importante, entdo seria de esperar que o carbono seria totalmente
oxidado através do ciclo do acido citrico, 0 que parece estar presente em tais
células. Uma segunda sugestdo é que a degradacdo da glutamina proporciona
intermediarios para a biossintese de nucleotideos de purina e de pirimidina, os quais
sdo necessarios para a sintese de DNA e de RNA por estas células. Outra hipotese
sugere que a elevada taxa de glutamindlise é importante para proporcionar as
condicBes Otimas para a regulacdo precisa das taxas de sintese de nucleotideos de
purina e de pirimidina em momentos especificos do ciclo celular. A glutamindlise
fornece amonia e o aspartato, que sdo necessarios para a sintese de nucleotideos
de purina e de pirimidina: a glutamina também fornece nitrogénio durante a
formac&o de glucosamina, GTP e NAD". Seja qual for o seu papel, a elevada taxa de
utilizacdo de glutamina pelos linfécitos e macréfagos sugere que esta disposicdo
pode ser importante para a manutencdo da funcdo imune. Todas as funcdes das
células imunes que foram examinadas in vitro sdo dependentes da concentracdo de
glutamina. Tem sido sugerido que o nivel de glutamina no plasma reduzido contribui,
pelo menos parcialmente, para a imunossupressao que acompanha tais situacdes. A
deplecdo de glutamina em resultados in vivo em situa¢cdes de imunossupressao e
muitos de stress no homem estéo associados com 0s niveis de glutamina no plasma
reduzidos(Calder, 1994).

O glutation é um antioxidante importante, critico para a protecado dos tecidos
dos danos dos radicais livres. Pode existir uma relacdo entre o efeito protetor da
glutamina e o da biossintese do glutation. O glutation é um tripeptideo consistindo
em glutamato, cisteina e glicina e sob varias condi¢cdes experimentais, a por¢céao
glutamato da molécula é derivada da glutamina. O glutation € um importante
antioxidante e um componente vital das defesas do hospedeiro. Em adicdo a
protecdo contra a lesdo de radicais livres, é importante na ativacao de linfocitos,
critico para a funcdo das células assassinas naturais e a citotoxicidade mediada por
linfécitos, e pode ter um papel na protecdo dos neutréfilos e macréfagos contra o

dano oxidativo. Em contraste com o glutamato, a glutamina € eficientemente
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transportada através das membranas celulares e pode ser um precursor mais
prontamente disponivel para a sintese de glutation. Estes dados sugerem que a
glutamina pode aumentar as defesas do hospedeiro, fornecendo reforcada protecéo
antioxidante(Hong e cols., 1992).

Aproximadamente um tergo de todo o nitrogénio proveniente do metabolismo
da proteina é transportado no sangue sob a forma de glutamina. Do mesmo modo,
uma grande porcdo de nitrogénio fornecido pelo muasculo esquelético, no estado
pos-prandial € exportada como glutamina. Este desvio de nitrogénio fornece um
meio ndo toxico do transporte de amonia a partir da periferia para as visceras.
Depois de alcancar seu 6rgao-alvo, a ambnia pode ser regenerada para a excrecao
ou ureiagénese. Na verdade, a glutamina € a principal fonte de nitrogénio utilizada
na ureiagénese hepatica. Na mitocondria, a amonia é derivada da glutamina por
hidrolise da glutamina em glutamato pela enzima glutaminase. A hidrolise do
glutamato para um cetoglutarato pela enzima desidrogenase do glutamato também
pode gerar amdnia. No figado, a aménia pode combinar com o CO? para formar
fosfato de carbamoilo, o qual posteriormente entra no ciclo da uréia. O grupo amino
no glutamato e a glutamina podem também entrar no ciclo da uréia diretamente
através de uma reacdo que envolve oxaloacetato para gerar aspartato. Uma das
principais funcdes do figado é a manutencdo da homeostase da amdnia no interior
do corpo. O metabolismo da glutamina é distribuido heterogeneamente por todo o
figado, com consumo de glutamina pela glutaminase concentrada nos hepatdcitos
periportais e a sintese de glutamina via glutamina sintetase localizada dentro dos
hepatdécitos perivenosos. Esta distribuicdo fornece o figado com um mecanismo para
desintoxicar o sangue de amoénia, contribuindo simultaneamente com glutamina para
o fornecimento do sistema. O uso de glutamina como um servigo de transporte de
nitrogénio também é importante na excrecéo de residuos azotados e a manutencgao
da homeostase acido-basica. Historicamente, a glutamina tem sido classificada
como um aminoacido "ndo essencial", ou nutricionalmente dispensavel, porque
mesmo quando ausente da dieta pode ser sintetizada em grandes quantidades. A
glutamina € um aminoacido com um papel central em diversas funcdes celulares.
Seu destino metabdlico celular varia entre os sistemas de orgdos, mas inclui o
transporte de nitrogénio, o controle redox celular e das proteinas e a biossintese de
nucleotideos; e € uma fonte de ATP. A deplecdo deste nutriente pode ter efeitos

profundos sobre a fisiologia de érgédos, tais como a perda da integridade do intestino
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e da imunossupressdo. Embora existam mecanismos de controle para aumentar a
producdo de glutamina endogena, esses mecanismos podem  ser
insuficientes(Labow e Souba, 2000).

Um aspecto importante do papel bem estabelecido do rim no metabolismo
acido-basico envolve a producdo de amobnia, 0 que permite que o rim compense a
acidose. A glutamina é o precursor principal da aménia renal no homem, no céo, no
rato e, com mais de 90% da amonia total produzida sendo derivada desse
aminoéacido. A disponibilidade da glutamina para a producdo de aménia no rim de
mamiferos envolve o seu transporte em células do tabulo proximal. Essencialmente,
toda a glutamina filtrada no glomérulo é reabsorvida nos tubulos proximais e, uma
vez que a extracao renal de glutamina € maior do que a taxa de filtracdo glomerular
durante a acidose, tanto a membrana basal-lateral como as membranas luminais em
borda em escova devem estar envolvidas no acumulo intracelular de glutamina. A
glutamina é transportada pelas membranas renais em borda em escova isoladas de
ratos por um sistema saturavel dependente de sddio e do pH. A glutamina ndo € um
inibidor potente da entrada de acido glutamico e nem é o acido glutamico um forte
inibidor da absorcdo de glutamina. A absorcdo de glutamina é inibida por diversos
aminoacidos e a glutamina pode compartilhar um sistema de transporte com eles.
Aparentemente, a adicdo do grupo de nitrogénio da amida proporciona uma
alteracéo estrutural que faz glutamina semelhante a ambos os aminoacidos neutros
e dibasicos para o transporte. A importancia do metabolismo renal de glutamina foi
estabelecida ha muito tempo. A glutamina é o precursor principal de amonia urinaria
em cdaes. Isto também foi demonstrado ser verdade no homem e rato. O rim de
mamiferos tem dois caminhos para a utilizacdo de glutamina para produzir amonia
urinaria. A principal via envolve a glutaminase. A via de menor importancia envolve a
glutamina transaminase. Ambas estas enzimas estéo localizadas na célula do tubulo
proximal e sdo dependentes de um acumulo intracelular de glutamina. Assim, o
transporte € um passo importante que conduz a desaminacdo da glutamina e a
producdo de amodnia urinaria. O transporte luminal é extremamente eficaz na
reabsorcdo de glutamina e evita perdas excessivas de glutamina na urina. Em
condicbes normais menos de 1% da glutamina filtrada aparece na urina. A opiniao
prevalente é que a glutamina € transportada ativamente no tdbulo proximal de

células a partir do filtrado glomerular, levando ao acumulo intracelular de glutamina.
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O transporte de glutamina envolve a difusdo passiva e reflete a taxa de utilizagéo
pelas vias de desaminacao da glutamina presentes na célula(Weiss e cols., 1978).

A glutamina é hidrolisada para amoénia e glutamato nos tdbulos renais e a
amonia produzida nesta reacdo esta envolvida na excrecdo de ions hidrogénio pelo
rim. A glutaminase renal dependente de fosfato (PDG), que se pensa ser a principal
enzima envolvida na desamidacéo da glutamina renal, esta localizada na membrana
interna - compartimento da matriz da mitocondria renal. Assim, a glutamina
citoplasmatica deve atravessar a membrana mitocondrial interna para que possa
haver desamidacdo da PDG. Esta membrana é impermeadvel & maioria dos
intermediarios metabdlicos e a entrada ou a saida destes compostos ocorre por
transporte mediado por transportador. Varios trabalhos mostraram que um sistema
de transporte de glutamina esta presente na membrana interna das mitocéndrias
renais. Este sistema é especifico para a glutamina (e varios analogos proximos) e é
adaptavel - a sua atividade aumenta significativamente durante a acidose
metabdlica. No entanto, ndo ha uma estreita correlacdo entre a adaptacdo do
sistema de transporte e do aumento de producédo de amdnia renal. O glutamato nao
€ um inibidor do transporte de glutamina mitocondrial(Goldstein, 1976).

A glutamina, assim como outros aminoacidos, € conhecida por inibir a
protedlise. A glutamina, também desempenha um papel na ativacao de proteinas de
choque térmico, que protegem contra a isquemia e a lesdo de reperfusdo no
coracdo. O efeito citoprotetor da glicina € relacionado com a inibicdo de proteases
calpaina-like, que sdo ativadas durante a isquemia do figado, e para um possivel
impacto sobre os niveis de glutation, uma vez que a glicina € um componente deste
antioxidante. A alanina é conhecida por preservar o pool de ATP(Bessems e cols.,
2005).

A glutamina sintetase, que catalisa a conversdo dependente de ATP de
glutamato e amonia em glutamina, € expressa de uma forma especifica no tecido. A
glutamina sintetase remove amdnia ou glutamato e produz glutamina. As células que
funcionam principalmente para remover o glutamato ou a aménia parecem conter
niveis muito elevados de glutamina sintetase, enquanto que as células que
sintetizam a glutamina parecem conter niveis muito mais baixos. A regulagdo da
expressdo da glutamina sintetase € complexa(Van Straaten e cols., 2006). A
suplementacdo com glutamina tem sido sugerida para estimular o aumento da

sintese de proteinas musculares e a ressintese de glicogénio e melhorar o seu
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desempenho. A glutamina é produzida a partir do glutamato e da amonia pela
enzima glutamina sintetase no tecido muscular(Rogero e cols., 2006).
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Figura 1. Metabolismo da Glutamina(Moretszohn e cols., 2007).

1.9. Glutation

Um dos substratos que se tem adicionado as solucdes de perfusdo é o
glutation(GSH), gamaglutamilcisteinilglicina, um tripeptidio com agdes oxi-redutoras
gue integra numa concentracdo muito alta o tecido renal. Fonteles e colaboradores
em 1974 evidenciaram em seu trabalho que com o processo da perfuséo renal havia
uma deplecdo importante de GSH e que com a adicdo deste substrato a solucéo
havia uma recuperacao do estado de deplecéo deste tripeptidio. A estocagem fria de

células tubulares humanas causa um marcado aumento na producéo de radicais
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livres, sugerindo que a adicdo de substancias anti-oxidantes as solucdes de
preservacdo minimizaria a lesdo do 6rgdo causada pela estocagem(Salahudeen e
cols., 2000).

O glutation foi primeiramente detectado em 1888 e sua estrutura aprovada
para sintese em 1935. Ele € um importante agente oxi-redutor que integra numa
concentragdo muito alta o tecido renal, sendo conhecido ha mais de um século e é
provavelmente o mais abundante composto tidlico de baixo peso molecular
encontrado em animais, onde geralmente se localiza no espaco intracelular em
quantidades relativamente altas, podendo atingir até 10 mM(Meister, 1981).

A condicdo do glutation intracelular € um importante determinante da
suscetibilidade a diversas formas de lesbes induzidas quimicamente e
patologicamente. Através das acdes da glutation peroxidase, da glutation redutase, e
da glutation S-transferase, as fungcbées do GSH agem na desintoxicagcdo das
espécies reativas de oxigénio e de eletrofilos. As diferencas de atividades destas
enzimas, e, consequentemente, a capacidade das células para usar o GSH para a
desintoxicacdo e a manutencdo da homeostase redox, podem determinar a
susceptibilidade a lesbes. Observacdes anteriores de que as células tubulares
distais dos néfrons sdo mais susceptiveis a deplecdo de ATP na hipdxia ou os
inibidores quimicos da producdo de ATP celular sdo consistentes com a concluséo
de que as diferencas na funcdo mitocondrial sdo determinantes importantes de
respostas celulares a condi¢cdes toxicas ou patolégicas. Embora as mitocondrias
tenham sido identificadas como alvos intracelulares frequentes para muitos produtos
quimicos citotoxicos, pouco se sabe sobre a regulacdo da condicdo do GSH
mitocondrial. A regulacdo da condi¢cdo do GSH celular nos rins, bem como em varios
outros tecidos € compartimentalizada, envolvendo processos que ocorrem na
membrana plasmatica, no citossol, no reticulo endoplasmatico, no nucleo e na
mitocondria. As mitocondrias sdo de particular importancia para a condi¢do redox do
GSH porque essas organelas sdo os locais intracelulares primarios de consumo de
oxigénio e podem ser fontes significativas de espécies reativas de oxigénio. O
estresse oxidativo mitocondrial tem recebido atencdo renovada recentemente sobre
0 seu papel na lesdo celular e nas diversas patologias. Na membrana plasmatica, o
GSH é transportado para as células renais tubulares proximais através da
membrana basolateral por um transportador dependente de ions sodio e pode

funcionar para fornecer GSH exdgeno para as células tubulares proximais para
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protegé-los de danos oxidativos; o GSH é transportado para fora das células renais
tubulares proximais através da membrana de borda em escova por uma membrana
transportadora potencial-sensivel. O pool mitocondrial de GSH nao é derivado a
partir da sintese de novo de GSH, mas a partir de transporte de GSH citosélico
através da membrana interna(Lash e cols., 1998).

O glutation é um tiol de baixo peso molecular predominante em células de
mamiferos e desempenha um papel importante nas defesas celulares contra o
stress oxidativo. Embora o GSH reaja espontaneamente com alguns eletrofilos, a
maioria de tais reagfes requerem catélise por uma familia de enzimas conhecidas
como as GSH S-transferases(Griffith, 1999).

Uma vez que a glutation é o doador sulfidrilo biolégico mais comum, pode
proteger os grupos sulfidrilo em proteinas criticas de oxidac¢do. Por outro lado, o
glutation poderia simplesmente fornecer substratos para a oxidagéo para o rim. Uma
vez que as enzimas de degradacao de glutation estdo presentes no rim, o tripeptidio
pode ser hidrolisado para os seus aminoacidos constituintes, glutamato, cisteina e
glicina; estes podem ser submetidos a degradacéo oxidativa e, assim, proporcionar
energia metabolica. Este parece ser tanto mais provavel, j& que o acido glutamico e
a glicina séo conhecidos por estar presentes numa concentracdo muito elevada no
rim(Fonteles e cols., 1976).

Foi fornecida evidéncia substancial para um papel do rim no turnover
metabdlico do glutation extracelular. Em estudos do destino do glutation extracelular
tem sido proposto que a degradacao ocorre principalmente na superficie luminal da
membrana renal da borda em escova e que a gama-glutamil transpeptidase € uma
glutationase agindo sobre o glutation extracelular(Haberle e cols., 1979).

Em modelos animais de transplante, a superéxido dismutase e a glutation
redutase estdo esgotadas na fase de isquemia fria, devido a sua biossintese
reduzida e a excessiva geracao de radicais livres. ApOGs o transplante de rim, a
glutation peroxidase aumenta no plasma, e depois de aproximadamente trés meses,
€ gue se aproxima dos niveis normais. Uma correlagéo inversa entre o nivel de
creatinina e da atividade da glutation peroxidase plasmatica € observada em
pacientes apos o transplante renal. O monitoramento da atividade da glutation
peroxidase plasmatica pode ser um marcador util adicional da fun¢éo do enxerto. Os
radicais livres sdo gerados durante a reperfusdo de 6érgdos isquémicos. Estudos

38



experimentais tém demonstrado que o dano produzido pela reperfusdo pode ser
impedido por um captador de radicais livres(Nafar e cols., 2011).

O GSH intracelular € um componente essencial de defesa celular contra as
substancias oxidantes e 0s varios outros tipos de estresses toxicos e patoldgicos. A
manutencdo das concentragcfes adequadas de GSH e o estado reduzido tiol-
dissulfeto dentro das células é necessario para a funcdo adequada. As células do
rim, em particular as da regido tubular proximal, sdo susceptiveis a agentes que
alteram o estado redox celular. Isto é devido a uma elevada taxa metabdlica basal e
uma alta taxa de transporte metabolico(Weinberg e cols., 1987).

As células renais tubulares proximais estdo expostas ao GSH extracelular de
duas maneiras: o0 GSH no plasma, principalmente derivado do efluxo a partir do
figado, ou € submetido a filtracdo glomerular, entra no lumen, e atinge a membrana
de borda em escova, ou entra no plasma peritubular e atinge a membrana basal-
lateral. A medicdo das atividades de varias enzimas do metabolismo de drogas
relevantes dependente de GSH e de outros mostraram que as células proximais
tubulares tém atividades significativamente mais elevadas do que as das células
tubulares distais de GSH peroxidase. As concentragdes intracelulares de GSH nas
células tubulares proximais sdo apenas modestamente(isto é, cerca de 25%)
maiores do que aquelas nas células tubulares distais, e a atividade da
gamaglutamilcisteina sintetase é semelhante nas duas populacdes de células. Os
resultados mostram que as células proximais tubulares renais podem ativamente
acumular GSH do meio extracelular para concentracfes que sdo varias vezes
maiores que as concentracdes iniciais de GSH. Altas atividades de oxidagcéo e de
degradacédo foram também encontradas, indicando que a degradacgéo, captacdo de
aminodacidos constituintes e a ressintese intracellular de GSH podem também ser um
mecanismo para preservacao do estado intracelular de oxi-reducdo, embora a
ressintese intracelular de GSH né&o tenha sido um meio eficiente de aumentar o
contetdo intracelular de GSH. A manipulacdo celular renal de GSH envolve
primariamente trés processos: transporte de membrana, oxidacdo e degradacéo.
Desde que as enzimas responsaveis pela degradacdo de GSH estdo na membrana
plasmatica da borda em escova e tem seus sitios ativos voltados para o liquido
extracelular, um secundario componente da manipulagéo renal de GSH € a captacao
dos aminoacidos constituintes seguido por ressintese de GSH. As enzimas que

catalisam a oxidacdo do GSH estédo presentes na membrana basolateral e dentro da
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célula, tal que outro componente secundéario da manipulacdo renal € a captacdo do
glutation dissulfeto(GSSG) e a reducédo intracelular de volta para GSH. A
manutencdo do conteudo suficiente de GSH e do bom estado redox GSH/GSSG é
essencial para a funcéo celular normal. Outros estudos também demonstraram que
0 GSH protege as células extracelulares tubulares proximais renais de leséo
oxidativa. Por isso, a adicdo de GSH ao meio extracelular pode ser um importante
método de evitar ou neutralizar o dano oxidativo as células tubulares proximais
renais. A degradacdo predomina na auséncia de inibidores do turnover de GSH, mas
a absorcao de GSH pode desempenhar um papel quantitativamente significativo que
€ maior do que a reducdo ou a biossintese, particularmente sob condi¢cbes
patolégicas ou toxicologicos onde o GSH intracelular pode ser depletado(Visarius e
cols., 1996).

2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO ESTUDO

Com o advento dos transplantes de 6rgdos e a necessidade crescente de
mais doadores é primordial o aprimoramento das solucdes preservadoras com a
finalidade de minimizar os danos aos novos 6rgaos. Apos a etapa do cuidado agudo
e intensivo ao doador, a isquemia do enxerto passa a ser o fator que mais
compromete a viabilidade e o sucesso inicial do transplante. Desta forma a pesquisa
por melhores solucdes preservadoras de 6rgaos que reduzam estes efeitos danosos

a funcao renal é de suma importancia.

3. OBJETIVOS

Com o intuito de minimizar os efeitos lesivos a integridade do néfron e evitar
dano a funcédo renal do rim transplantado, testamos a adicdo de diferentes
substratos numa solucéo de perfusao rica em potassio e magnésio, conhecida como

solugdo A. Adicionando glutation, glutamina, alanina ou alanilglutamina poderemos
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evitar ou diminuir as lesdes causadas pela isquemia fria? Ou mesmo atenuar 0s
efeitos do tempo prolongado da isquemia fria devido protocolos de alocacdo de
orgaos?

Avaliamos os efeitos destes substratos em diferentes concentracbes em
varios parametros como resisténcia vascular, fluxo urinario, ritmo de filtragcdo
glomerular, transporte absoluto e percentual de soédio, potissio e de cloreto,
clearance osmolar e de agua livre. A avaliacdo do possivel consumo e utilizacédo
destas substancias como citoprotetores.

A principal razdo do estudo metabdlico e funcional consistiu no uso da
preparacdo do rim isolado de coelho em preparacfes normotérmicas e em

subnormotermia a 22°C.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais de Experimentacao

Coelhos Califérnia, do sexo masculino, provenientes da cunicultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceard pesando em média
1400 g e variando entre 800 e 2000 g foram mantidos em gaiolas, com ingestéo livre
de &gua e racdo padronizada para coelhos. Nas vinte e quatro horas que
antecederam o experimento, os animais foram mantidos em jejum alimentar, com
ingestdo de agua ad libitum. A pesquisa esta registrada no Concea sob o niumero
4160237/2015.

4.2. Grupos de Animais

Foram usados um total de quarenta e seis coelhos os quais foram divididos

nos seguintes grupos:

Grupo controle(SOLA): os animais deste grupo foram perfundidos com solucdo A

contendo 4 g% de albumina bovina. Este grupo é constituido por oito animais(n==8).
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Grupo glutamina 1 mM(GL1): os animais deste grupo foram perfundidos com
solugdo A mais 4 g% de albumina bovina e acrescida de glutamina 1 mM. Este

grupo foi constituido por cinco animais(n=>5).

Grupo glutamina 1 mM + glutation 2 mMM(GL1GSH2): os animais deste grupo foram
perfundidos com solugdo A mais 4 g% de albumina bovina e foi adicionado a esta
solucdo 1 mM de glutamina + 2 mM de glutation. Este grupo foi constituido por seis

animais(n=6).

Grupo glutamina 1 mM + glutation 4 mM(GL1GSH4): os animais deste grupo foram
perfundidos com solucdo A mais 4 g% de albumina bovina e foi adicionado a esta
solucdo 1 mM de glutamina + 4 mM de glutation. Este grupo foi constituido por seis

animais(n=4).

Grupo glutamina 1 mM + alanina 2 mM(GL1AL2): os animais deste grupo foram
perfundidos com solucdo A mais 4 g% de albumina bovina e adicionada de

glutamina 1 mM + alanina 2 mM. Este grupo foi constituido por quatro animais(n=4).

Grupo glutamina 3 mM(GL3): os animais deste grupo foram perfundidos com
solucdo A mais 4 g% de albumina bovina e acrescida de glutamina 3 mM. Este

grupo foi constituido por cinco animais(n=4).

Grupo alanilglutamina 2 mM(ALGL2): os animais deste grupo foram perfundidos com
solucdo A mais 4 g% de albumina bovina e foi adicionado a esta solugdo 2 mM de

alanilglutamina. Este grupo foi constituido por quatro animais(n=4).

Grupo alanilglutamina 5 mM(ALGLS5): os animais deste grupo foram perfundidos com
solugdo A mais 4 g% de albumina bovina e adicionada de alanilglutamina 5 mM.

Este grupo foi constituido por seis animais(n=6).

Grupo subnormotermia(HIP): os animais deste grupo foram perfundidos com solugéao
A mais 4 g% de albumina bovina e adicionada de 1 mM de glutamina + 2 mM de
glutation sob subnormotermia(22°C). Este grupo foi constituido por cinco

animais(n=5).
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Estes grupos estao resumidos na tabela 1.

Solucao de Perfuséo NUumero de animais
Solugao A com 4 g% albumina 8
Solucdo A com 4 g% albumina + glutamina 1 mM 5
Solucdo A com 4 g% albumina + glutamina 1 mM + 6
glutation 2 mM
Solucdo A com 4 g% albumina + glutamina 1 mM + 4
glutation 4 mM
Solucdo A com 4 g% Albumina + glutamina 1 mM + 4
alanina 2 mM
Solucdo A com 4 g% albumina + glutamina 3 mM 4
Solucdo A com 4 g% albumina + alanilglutamina 2 mM 4
Solucdo A com 4 g% albumina + alanilglutamina 5 mM 6
Solugcédo A com 4 g% albumina + glutamina 1 mM + 5
glutation 2 mM em condi¢Ges de subnormotermia(22
°C).

Tabela 1. Grupos de experimentos.

4.3. Procedimento Cirurgico

Os animais foram anestesiados com uretana(1200 mg/kg) por Vvia

intraperitoneal e apds trinta minutos com pentobarbital sddico(40 mg/kg) por via
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intramuscular. Apdés o animal encontrar-se anestesiado, foi administrada através da
veia marginal da orelha do animal uma solu¢cdo de manitol a 20% contendo 400 mg
e posteriormente procede-se uma incisdo mediana, cerca de um centimetro abaixo
do apéndice xifoide até a regido hipogastrica, rebatendo-se lateralmente as visceras
abdominais, de modo a permitir a exposi¢céo do rim esquerdo, da aorta abdominal e
de suas ramificacdes. As visceras abdominais e o rim foram recobertas com
compressas de gaze umedecidas em solucdo salina aquecida a 37° C. O ureter
esquerdo foi imediatamente canulado com um tubo de polietilieno(PE50) e a aorta
abdominal dissecada até proximo da bexiga, realizando-se a ligadura dos vasos
colaterais anteriores e posteriores. Concluida a disseccdo da aorta, a glandula
supra-renal esquerda foi cuidadosamente isolada, e o seu pedunculo vascular
retirado, sendo a glandula entdo removida.

Ligou-se em seguida a artéria mesentérica, procedendo-se entdo a
ligadura e retirada do rim contralateral, que foi imediatamente pesado. A seguir 0
coto proximal da artéria renal direita foi amarrado préximo a aorta. Apos todas as
estruturas estarem completamente suturadas e isoladas foi administrado através da
veia marginal da orelha 400 mg de manitol a 20% + 1000 Ul de heparina sédica e
somente entdo, através de uma canula metélica que foi introduzida na aorta iniciava-
se a perfusdo renal “in situ”, com ligadura simultanea da aorta acima da artéria renal.
Alguns destes detalhes podem ser visualizados na imagem 1.

Esta manobra permitia o inicio da perfusdo com isquemia zero, ja que nao
havia interrupcao do fluxo. Antes da remocao do érgdo para perfuséo, fazia-se uma
inspecédo cuidadosa nos principais vasos com o objetivo de se verificar se todas as
suturas estavam adequadas. A veia renal foi seccionada e simultaneamente
clampeada abaixo do ponto de seccao. Isolada a preparacao foi feita uma lavagem
rapida com solucéo salina aquecida a 370C e a imediata transferéncia para o circuito
de perfuséao.

Maiores detalhes deste procedimento do ponto de vista cirdrgico podem ser
complementados pela leitura do trabalho de pds-graduacdo de Elizabete de Moraes

em 1984, depositado na Biblioteca da Faculdade de Medicina.
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v A 1
Imagem 1. Incisdo abdominal de 1 cm, abaixo do apéndice xifoide a regido
hipogéstrica; vasos colaterais e ureter canulado, além dos fios posicionados
nos vasos abdominais de grande calibre; artéria mesentérica e glandula
suprarrenal ligadas, fios posicionados abaixo e acima do tronco celiaco.
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4 4. Sistema de Perfusado Renal

Utilizamos um sistema de perfusdo fechado, semelhante ao que foi descrito
por Moraes em 1984, composto por:

a)Uma bomba Flexflo(modelo N° A-1860-V), previamente calibrada para fluxo de
20-200 mL/min, com medida simultanea da resisténcia na ponta da canula;

b)Linha de perfuséo do tipo teflon previamente esterilizada;

c)Filtro milipore de 8 um acoplado a linha de perfusdo, permitindo a calibragem do
fluxo e da presséo;

d)Pulméao constituido por tubos do tipo silastico(Dow Corning), onde uma mistura de
95 e 5% de O2-CO? flui na velocidade de 2 litros/minuto, permitindo uma oxigenacao
superior a 400 mmHg;

e)Fluxdmetro para medida do fluxo de perfuséo a cada minuto;

f)Condensador de Allyn para aquecimento continuo do perfusato;

g)Um catabolha ligado a linha de perfuséo, proximal a emergéncia da canula arterial;
h)Um monitor de presséo conectado a canula de perfusao;

i)Um reservatorio de vidro em espiral, capaz de reaquecer a solugcao apés a sua
oxigenacao, cuja temperatura é estabilizada a 37 °C ou a 23 °C, conforme o tipo da
experiéncia;

j))Uma bomba aquecedora com termostato.

O sistema de perfusdo esta representado em diagrama a seguir na imagem 2 e na

figura 2.
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Imagem 2. Sistema de perfusao utilizado nos experimentos(Campos, 1989;
Adaptado por Fonteles).
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Figura 2. Esquema do sistema de perfusado de rim isolado que foi utilizado para
a pesquisa(Campos, 1989).
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4.5. Solucéo de Perfusédo Renal

Uma solucdo de perfusdo conhecida como solucdo A(rica em potdssio e em
magnésio) contendo 4 gramas de albumina bovina/100 mL foi utilizada. A Solucdo A
foi preparada com a seguinte composi¢cao, em mmol/L: NaCl: 96,2; KCI: 40,3; CaCl»:
1,7, MgSOg4: 12,5; NaHCOg3: 11,9; e glicose: 11,1.

O perfusato que foi usado contém concentracdes relativamente altas de
cations intracelulares como o potassio e 0 magnésio, e também concentracfes
relativamente baixas de cations extracelulares, no caso o sadio.

Procedeu-se entdo a diluicdo da albumina bovina na concentracao de 4 g/100
mL, sendo apoOs esta etapa distribuida em aliguotas em membranas de
celofane(Dialysis Sacks 250-7 U, Sigma, St.Louis-USA). Antes do inicio do
experimento, o perfusato foi filtrado em membrana milipore de 0,8 um, o pH foi
ajustado com solucdo de acido cloridrico 0,1N para 7,2 a 7,4, adicionando-se em
seguida inulina na concentracdo de 0,5 mg/mL em todos 0S grupos experimentais,
glutation(GSH) 2 e 4 mM nos seus respectivos grupos de tratamento, glutamina na
concentracdo de 1 e 3 mM nos seus respectivos grupos, alanina 2 mM,

alanilglutamina 2 e 5 mM.

4.6. Protocolo de Perfusao Renal

Transferida a preparacdo para o sistema de perfusdo, observava-se um
periodo de equilibrio de quinze minutos, conhecidos os valores da pré-calibracdo do
fluxo e resisténcia, os quais foram mantidos constantes. Apds 0s cinco minutos
iniciais, colhia-se a primeira amostra de filtrado urinario, em recipiente com peso
previamente calibrado, determinando-se imediatamente o peso da amostra em
balanca de precisdo. No tempo zero foi coletada uma amostra de perfusato e apos
0s dez minutos iniciais foi colhida a segunda amostra de perfusato, registrando-se
na ocasiao as leituras de fluxo e de pressédo. A cada intervalo de dez minutos

repetiam-se estes procedimentos até completar noventa minutos de observacéao.
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Imediatamente apos a colheita, as amostras foram congeladas a - 20° C. A colheita

do perfusato foi feita no periodo intermediario de cada duas coletas de urina.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL
[Cirurgia . 302 40 minutos]
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TEMPO TOTAL = Aproximadamente 150 minutos

_Adaptado de Nogueira, A, A, R: Estudos do efeitos da Bradicinina na funcéo renal de ratos, 2011

Figura 3. Protocolo experimental com tempo total de aproximadamente 150

minutos.

4.7. Parametros Fisiologicos no Rim Perfundido

Foram estudados os seguintes parametros fisioloégicos durante a perfuséo

renal:

1)Peso do Rim: o peso do rim contralateral(direito) foi determinado imediatamente
apos a nefrectomia, sendo utilizado para as determinacdes de fluxo de perfusato e
de resisténcia vascular, bem como medidas de sédio, potassio e cloreto. Ao final da
perfusdo, também foi determinado o peso do rim perfundido para realizacdo dessas

mesmas medidas.
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2)Fluxo de Perfusato(FP): registrado a cada dez minutos, com coleta de amostras de
perfusato. O resultado é expresso em mL/g/min, correspondendo ao valor medido,
dividido pelo intervalo de tempo e pelo peso do rim. FP =

volume(mL)/tempo(min)/peso do rim(Q).

3)Resisténcia Vascular(RV): calculava-se pela divisdo da média da pressdo de
perfusdo(mmHg) pelo fluxo de perfusato(mL/g/min). RV = PP(mmHg)/FP(mL/g/min)

4)Pressao de Perfusdo(PP): refere-se a pressdo de todo o leito vascular renal,
sendo registrada a intervalos de dez minutos. A PP era medida em mandmetro e

expressa em mmHg, descontada a resisténcia na ponta da canula perfusora.

5)Fluxo Urinério(FU): é calculado pela divisdo do volume de urina coletada pelo
intervalo de tempo(10 minutos) e pelo peso do rim. E expresso em mL/g/min.

6)Ritmo de Filtracdo Glomerular(RFG): expresso através do clearance de inulina em

mL/g/min.

7)Saodio Filtrado(FNat): era obtido pelo produto do RFG e da concentragcédo de sédio
no perfusato(PNat). FNat+ = RFG x PNat, (UEg/g/min).

8)Sodio Excretado(ENat): era o produto do fluxo urinario(FU) pela concentracdo de
sédio na urina(UNat). ENa+ = FU x UNat, (UEg/g/min).

9)Sdédio Transportado(TNat): era obtido da diferenca entre o sddio filtrado(FNa+*) e
0 sadio excretado(ENat). TNa+ = FNa* - ENa+, (UEg/g/min).

10)Percentual de Sodio Transportado(%TNa+): era dado pela divisdo do produto
sbédio transportado(TNa+t) x 100 pelo sodio filtrado(FNat). %TNa+t = (TNat X
100)/(Fnat).

11)Potassio Filtrado(FK+): é o produto do ritmo de filtracdo glomerular(RFG) pela

concentracéo de potassio no perfusato (PK+). FK+= RFG x PK+, (UEg/g/min).
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12)Potassio Excretado(EK*): era o produto do fluxo urinario(FU) pela concentracéo

de potassio na urina. EK+ = FU x UK+, (UEg/g/min).

13)Potassio Transportado(TK+): resultado da diferenca entre o potassio filtrado(FK+)
e 0 potassio excretado(EK+). TK+ = FK+ - EK+, (UEg/g/min).

14)Percentual de Potassio Transportado(%TK+): resultado da divisdo do produto
potassio transportado(TK+) x 100 pelo potassio filtrado(FK+). %TK+ = (TK*+ X
100/FK+).

15)Cloreto Filtrado(FCI): era o produto do ritmo de filtracdo glomerular(RFG) pela
concentracgdo de cloreto no perfusato (PCI’). FCI' = RFG x PCI', (uEg/g/min).

16)Cloreto Excretado(ECI"): era o produto do fluxo urinario(FU) pela concentracéo de

cloreto na urina. ECI' = FU x UCI", (uEg/g/min).

17)Cloreto Transportado(TCI): resultado da diferenca entre o cloreto filtrado(FCI") e
o cloreto excretado(ECI"). TCI = FCI" - ECI, (UEg/g/min).

18)Percentual de cloreto Transportado(%TCl): resultado da divisdo do produto
cloreto transportado(TCI") x 100 pelo cloreto filtrado(FCI). %TCI" = (TCI" x 100/FCI).

19)Clearance Osmolar(COsm): resultado do produto da relacdo osmolaridade
urinaria(UOsm)/osmolaridade do perfusato(POsm) pelo fluxo urinario(FU). COsm =
UOsm x FU, (mL/g/min).

POsm

20)Clearance de Agua Livre(CH20): era dado pela diferenca entre o fluxo

urinario(FU) e o clearance osmolar(COsm). CH>0 = FU - COsm, (mL/g/min).
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4.8. Andlises Bioquimicas

As determinacdes de sodio(Na"), de potéassio(K') e, a dosagem de cloreto(Cl)
foram realizadas no perfusato e na urina por fotometria de chama, utilizando-se o
litio como padrao interno(Instrumentation Laboratory - modelo 343).

Na determinacdo de inulina no perfusato e na urina foi utilizada a forma
alcalino-estavel desse composto, e de acordo com o método de WALSER,
DAVIDSON e ORLOFF(1955), modificado por GRUNOV(1980). Na metodologia
deste estudo eliminava-se inteiramente a fase de desproteinizagdo e embora 0s
reagentes sejam os mesmos, a fase de aquecimento no classico banho-maria foi
substituida por blocos metalicos. Podia-se assim pipetar diretamente na solucéo
alcalina em que foi colocada a amostra a analisar, a solucdo de HCI, acido acético e
difenilamina, sendo a mistura previamente aquecida a 100°C, seguindo-se o
resfriamento a 4-6°C. Tais modificacdes permitiam a utilizacdo de volumes até dez
vezes menores do material a analisar, bem como um menor tempo operacional. A
osmolaridade das amostras de perfusato e de wurina foi medida em

osmoOmetro(Advanced Instruments Inc.).

4.9. Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Resolucao(HPLC)

As amostras de perfusato e de urina foram analisadas para quantificacdo dos
substratos utilizados neste trabalho. O aparelho utilizado foi o ultimate 3000 punt,
ultimate 3000 autosampler, colunm compartment, ultimate 3000 rs variable
wavelength detector. Foram analisadas no perfusato as amostras no PO, P30, P60 e
P90 e na urina nos tempos 30, 60 e 90 minutos.

O Metodo utilizado foi a derivatizacdo pré-columa com PTIC. O
fenilisotiocianato(PITC) reage com aminoacidos para formar derivados de
feniltiocarbamil(PTC) que podem ser detectados com alta sensibilidade a 245 nm.
Por conseguinte, a derivatizacao pré-coluna de aminoacidos com PITC seguida por
uma separacdo por HPLC em fase reversa com deteccdo UV é utilizada para
analisar a composi¢do de aminoacidos. Depois de o reagente ser removido sob
vacuo, os aminoacidos derivatizados podem ser armazenados secos e congelados
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durante vérias semanas sem qualquer degradacdo significativa. Se a solugéo
injetavel € mantida fria, ndo ocorre perda perceptivel na resposta cromatografica
apos trés dias.

A separacdo de PTC-aminoacidos num HPLC de fase reversa com coluna
ODS é realizada através de uma combinacdo de alteracdes nas concentracdes de
acetonitrilo e de resisténcia idnica do tampéao. Os precipitados do PTC-aminoacidos
a partir da coluna sdo monitorizados a 254 nm. O limite do detector € considerado
como 1 pmol para a maioria dos derivados de aminoacidos. A linearidade das
respostas € obtida na gama de 20 a 500 pmol com coeficientes de correlacdo
superiores a 0,999. Para obter bons dados de composicéo, as amostras maiores do
gue 500 ng de proteina/peptidio antes da hidrélise sdo as mais adequadas para esta
analise de aminoacidos de proteinas/peptidios.

A integracdo e os calculos dos picos isolados nos cromatogramas séo
realizados usando um software milinium 32 da Waters Co. As concentragdes de
todos os componentes de interesse em cada injecdo sdo calibrados contra a
guantidade do padréo externo(quantidade conhecida de glutamina e de arginina). O

calculo final para corrigir o fator diluente é dado usando o programa Excel.

4.10. Substancias Utilizadas na Perfusdao Renal

Sais utilizados no preparo da solucéo A:

Cloreto de sodio, cloreto de potassio, cloreto de calcio dihidratado, sulfato de

magnésio hepta-hidratado, bicarbonato de sodio e glicose.

Albumina bovina, fragédo V - SIGMA, rica em &cidos graxos

Substéancias adicionadas a solucéo de perfuséo:

glutation reduzido(GSH), inulina — SIGMA
glutamina, alanina e alanilglutamina - SIGMA
penicilina G potassica - FONTOURA WYETH
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Anestésicos:

uretano - MERCK
pentobarbital sédico - CLIN-MIDY

Anticoagulantes:

heparina - ROCHE
manitol — MERCK

4.11. Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise em computador com o programa SPSS
versdo 20. Os seguintes calculos foram efetuados: média, desvio padrdo, erro
padrdo da média e mediana. A normalidade da distribuicdo das variaveis observadas
foi realizada através do teste de Kolmogorov-Smirnov e a igualdade de variancias
através do teste de Shapiro-Wilk. Por periodo, o teste de igualdade dos tratamentos
em funcdo da distribuicdo das variaveis foi realizado através do teste de Kruskal-
Wallis de amostras independentes e, quando rejeitada a hipétese de igualdade dos
tratamentos, foi realizada uma comparacdo de dois a dois os tratamentos. Por
tratamento, o teste de igualdade dos periodos em funcdo da distribuicdo das
variaveis foi realizado através do teste de Wilcoxon para amostras pareadas e,
quando rejeitada a hipétese de igualdade dos periodos, realizou-se a comparacao
entre dois a dois os periodos. Os testes tém um nivel de confian¢a de 95%.

O procedimento inicial objetivou a pesquisa de flutuacbes de parametros nas
diversas populacdes de grupos experimentais. Procedeu-se também a confecgéo de

tabelas e graficos para analises comparativas de diversas variaveis.
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5. RESULTADOS

5.1. Perfuséo renal com solugdo A contendo 4 g% de albumina a 37°C.

Os primeiros resultados desta série de experimentos estdo apresentados na

tabela 2. Todos os parametros funcionais estao ali sumarizados.
Oito animais foram utilizados neste grupo, intitulado como solucéo A. Os rins destes
animais foram perfundidos durante noventa minutos com solucdo A contendo
somente 4 g% de albumina bovina a 37°C, previamente dialisada. Os fluxos de
perfusato variaram de 10 a 33 mL/min.

A andlise da tabela 3 revela que a resisténcia vascular manteve-se estavel
durante todo o procedimento variando a média de 5,16 a 5,62 mmHg/mL/g/min(p =
0,824). Com relacao ao fluxo urinario houve durante a perfusdo uma reducédo que
chegou a quase 50% comecando com uma média de 0,120 e terminando com uma
média de 0,061 mL/g/min sendo estatisticamente significante(p < 0,001). No tocante
ao ritmo de filtracdo glomerular ele comecou de fato a cair nos ultimos 30 minutos da
perfusdo, variando com uma média de 0,206 a 0,078 mL/g/min(p < 0,004)

A reabsorcdo de sbédio em termos absolutos a média variou de 2,53 a 9,40
uEg/g/min evidenciando uma queda a medida que transcorre a perfusao(p = 0,315) e
com relacdo ao percentual de transporte de sodio ele se mantém estavel até o
minuto 60 para entdo comecar a cair variando a média de 19,02 a 38,38%(p =
0,754). Com relagdo ao transporte absoluto de potassio a média variou de -0,050 a
0,325 uEqg/g/min, mostrando uma tendéncia de queda nos ultimos vinte minutos(p =
0,182) e o percentual de transporte de potassio a média variou de de -15,0 a
10,37%, comecgando bem negativo e finalizando menos negativo(p = 0,337).

O transporte absoluto de cloreto mostrou uma tendéncia de queda
comegcando com uma media de 8,75 e terminando com uma média de 1,95
uEg/g/min(p = 0,736) e o percentual manteve-se mais ou menos estavel variando a
média de 12,55 no comeco até 28,31% no minuto 60 e voltando a cair novamente
chegando a uma média de 20%(p = 0,860). Com relacdo ao clearance osmolar
houve uma tendéncia de queda comecando com uma média de 0,113 e terminando
com uma média de 0,060 mL/g/min sendo significante(p < 0,001) e o clearance de
agua livre manteve-se estavel variando a média de 0,001 a 0,007 mL/g/min(p =

0,071).
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5.2. Perfusdo Renal com solugcdo A contendo 4 g% de albumina e glutamina 1
mM a 37°C.

Cinco animais fizeram parte deste grupo de perfusdo. Os rins destes animais
foram perfundidos durante noventa minutos com solugdo A contendo 4 g% de
albumina bovina e glutamina 1 mM a 37°C, previamente dialisada. Os resultados
deste grupo estdo demonstrados na tabela 3. Os fluxos de perfusato variaram de
17,5 a 38 mL/min.

Avaliando o parametro resisténcia visualizamos que ela mantem-se estavel
durante toda a perfusdo variando a média de 4,23 a 4,81 mmHg/mL/g/min(p =
0,719). Com relacdo ao fluxo urinario podemos observar um crescimento até os
trinta minutos para depois comecar a cair, a média variando de 0,177 a 0,313
mL/g/min(p = 0,806). Quando avaliamos o ritmo de filtracdo glomerular observamos
um crescimento inicial até o minuto 30 para depois cair até o minuto 60 e voltar a
subir, variando a média de 0,243 a 0,333 mL/g/min(p = 0,867).

O transporte absoluto de so6dio a média variou de 3,66 a 12,34 uEg/g/min
mostrando uma tendéncia de aumento no minuto 40 e no minuto 80(p = 0,620). O
transporte percentual de sédio decresceu até o minuto 30 voltando a subir logo em
seguida variando a média de 18,63 a 36,01%(p = 0,680). Com relagéo ao transporte
absoluto de potassio ele esteve negativo até o minuto 40 e entdo comecou a subir,
variando a média de -0,99 a 1,98 uEqg/g/min(p = 0,060) e o transporte percentual de
potadssio mostra uma tendéncia de crescimento variando a média de -15,39 a
19,57%(p = 0,144). O transporte absoluto de cloreto iniciou um processo de queda
até o minuto 40 voltando a subir e ficar estavel até o minuto 70 variando a média de
-0,41 a 10,12 uEg/g/min(p = 0,632) e o transporte percentual de cloreto mostrou
também uma queda até o minuto 30, quando voltou a subir e ficar estavel até o
minuto 70 e voltando a subir novamente variando a média de 4,43 a 25,89%(p =
0,614). Com relacdo ao clearance osmolar observou-se um aumento até o minuto 30
para em seguida comecar um processo de queda variando a média de 0,175 a 0,289
mL/g/min(p = 0,657) e o clearance de agua livre iniciou um aumento até o minuto 30
voltando a subir no minuto 60 e cai no minuto 80, variando a média de 0,002 a 0,029
mL/g/min(p = 0,467).

Com relagdo a concentracdo de substratos, a glutamina no perfusato diminui

a medida que transcorre a perfusdo numa meédia que varia 4307 a 4769 uM. Na
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urina a média da concentracdo de glutamina excretada diminui a medida que
transcorre a experiéncia comecando com 2837 uM e finalizando com 249 uM. Neste
experimento aos 30, 60 e 90 minutos ha presenca de alanina no perfusato e a média
variando de 50,7 a 36 uM. Existe também uma excrecdo de alanina e a média
variando de 16 a 67 uM. Todos estes dados da cinética dos substratos utilizados

podem ser observados no gréfico 1.

59



(unwyBw)aanl enfe ap aoueiea]d (QFHD {(ulw/Bw)iejoWSo adURIRAD (WSO (0J310[0 ap auodsuel) ap [enjuaalad (|1 % ‘oissejod ap apodsuen
ap |enjuadiad y1 Y% ‘0Ipos ap auodsues) ap [enjuadiad :BNL % {(uiw/Bw)ieniawolh oeden|y sp ownl 194y {(uiwyh/qw)oueunn oxny ind {(uw
/BB Hww)renoseA eloudlsisal iy {(uiw)odwa) (gl ‘odnif a1sau sopez|nn welo) siewiue ooulR fwhd'e F eIpaw wWs s0ssaldxa ops sope}nsal sQ

60

LOO'0FSLO'0  €0'0F/8L'0 €CT'¥¥BB8'GC €Cv¥68'8  96'0LFLG6L 690F0S’T 8L'¥FCC'SE LE'€FP6'0L $0'0FCST0 €0°0F0C0 29'0¥SSv 06
LL0'0F2C00  +P0'0FSET0  vP'6FSL'EC 0LPFCL'0L 60°GLFOC9L 8P LF86'L 0L'8FCSCE SPPFPETL LOOFLECO 900F9C0 Z9'0FLSYy 08
LI0'0F6Z0°0  L0'0F9ST'0 PB'GFLE'OL CTE'CFOL'S OP'TLFOOCL $8'0F68'0 6E'GFS8'8C 90'PFL6'6 80'0FEEE'0 80'0F6C0  $9'0¥FE9v 0L
vPLO'0FFZ0'0  LO'0FTPT'0  98°TFB8'VL LE'CFCE'9  9¢'L FI9'®  LP0FO8'0 PCYF6L'LC 6P PFLO0L 80°0F€8Z0 80'0FLC0  09°0FSSY 09
600°0F6L0°0 80°0FLSZT'0 LL'€FOL'QL 86'CFLL'L €C'0LFBS'EClL 8G'0F86'0 L8'€FSS0E 8C'GFee’Ll 80°0F#8Z0 80'0FPC0  L9'0FC9¥ 0S
800°0F6L0°0 0L'0FLOZ'0 9L'GFOS'9L L9 LFSSY 966 FSG'L  $90FOTO- LG'OFOL'6T LS'TFEL'8  LLOFBOEO ZL0F8Z0  +9'0FL8Y  OF
LLO'0OFP20'0  LL'0F68C°0 8L'SFEYY PP TFLP0-  TLTIFEE'SL- 69°0¥660- 88YFEQ'8L CPLFO9'C TL'0FCZE0 GLOFLEQ 8K OFLLY (€
800°0F8L0°0 60°0FE9Z'0 62'GFO8'8L €6'TFSL'8 €0F FS60 0T0FC0'0- 8L'OFILE'OZ IZS'€FOL'8 OL'OFLLE0 0L0¥8Z'0 0c'0¥eCy 02
€00°'0FC00°0 €0'0¥SLL'0 PC'OFBP'PC €8°C7FC8'L €9'8 FLPL- O0r'0F€0'0 8P'E€FL0'9E 0LTFBL'6  SO'0FEHZ'0 €0'0¥8L°0  80'0FCPYT 0L

O°HO wso) -12L% 101 L% AL +ENL% +ENL o4y n4 - dlL

B OpPBIDOSSE BUIAO( BulwNngle ap %H # opuajuod y oednjos

"D0l€ B INW | eulwe)n|b
wo? sopipunyiad suu ap oesnyiad ap eslweulq "€ ejaqel



BLRULIN BUIUB]Y ®  OJesniad BUIUB|Y =  BLRULIN RUIWEIN|O®  Ojesniad eulwein|o =

(urw)odway

06 09 o€ 0

"9/ € [NW | eulweln|b wod sopipunjiad
SULJ W23 BULIN BU 3 0jJesnyad ou SOJRJISONS 3P OBIRLJUSIUOD BP OBIBLIBA “| 091RID

00s-

00S

0001

00ST

000¢

00S¢

000€

005€

000¥

00s¥

2 g
Lﬁs
(W B P ]

(wn)oedesyuasuod

61



5.3. Perfusé@o Renal com solugdo A contendo 4 g% de albumina, glutamina 1
mM e glutation 2 mM a 37°C.

Seis animais fizeram parte deste grupo de perfusdo. Os rins destes animais
foram perfundidos durante noventa minutos com solu¢cdo A contendo 4 g% de
albumina bovina, glutamina 1 mM e glutation 2 mM a 37°C, previamente dialisada.
Os resultados deste grupo estdo demonstrados na tabela 4. Os fluxos de perfusatos
variaram de 16,5 a 32 mL/min.

A resisténcia vascular diminui & medida que transcorrem os noventa minutos
da perfusdo comecando com uma média de 5,79 e finalizando com 4,34
mmHg/mL/g/min, sendo significante(p < 0,001). Com relacdo ao fluxo urinario
verifica-se um aumento até o minuto 30 para depois comecar a cair variando a
média de 0,182 a 0,273 mL/g/mim(p = 0,367). O ritmo de filtracdo glomerular inicia
uma tendéncia de crescimento a partir do minuto 60 e voltando a cair no final da
perfusdo renal variando a média de 0,314 a 0,467 mL/g/min(p = 0,853).

O transporte absoluto de sédio cai até o minuto 40 quando comeca a subir e
somente voltar a cair no final do experimento variando a média de 16,60 a 33,36
uEqg/g/min(p = 0,539). No transporte percentual de sodio observa-se uma queda até
o0 minuto 30 para depois comecgar a subir e sO cair novamente no final da perfuséo,
variando a média de 36,41 a 60,46%(p = 0,052), estes dois parametros sem
significado estatistico. Com relac&o ao transporte absoluto de potassio, inicia-se um
processo de crescimento somente no minuto 60 e voltando a cair no final variando a
média de 1,4 a 6,49 uEg/g/min(p = 0,262). No tocante ao transporte percentual de
potassio observa-se um processo de queda até o minuto 50 e voltando a cair nos
altimos dez minutos de perfusdo variando a média de -2,62 a 30,40%(p = 0,127). O
transporte absoluto de cloreto cai até o minuto 40 voltando a subir e caindo
novamente no ultimo minuto da perfusdo renal variando a média de 14,73 a 34,68
uEg/g/min(p = 0,511). O transporte percentual de cloreto observa-se também uma
gueda até o minuto 30 voltando a subir até o minuto 80 variando a média de 21,47 a
50,15%(p = 0,127). Com relagdo ao clearance osmolar ha um incremento até o
minuto 30 variando a média de 0,180 a 0,263 mL/g/min(p = 0,484). O clearance de
agua livre comeca a perfusdo com um aumento para depois cair no minuto 40, e
voltar a subir no minuto 60 variando a média de -0,007 a 0,0095 mL/g/min(p =

0,433).
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Na analise da concentracdo dos substratos observamos que a glutamina
presente no perfusato aumenta no minuto 60, para depois cair e subir novamente
variando a média de 6279 a 7281 uM. Na urina a excre¢ado da glutamina aumenta no
minuto 60 e depois diminui no minuto final da perfusdo com uma meédia variando de
4948 a 5969 uM. Foi observada também aos 90 minutos de perfusédo a presenca de
18 uM de alanina e na urina no minuto 30 e 90. O glutation inicia com uma
concentracdo de 1165 uM no PO e cai gradativamente no minuto 90 para 214 uM.
Na urina observou-se glutation nos primeiros 30 minutos com uma concentracao de

128 uM. Todos estes dados podem ser observados no grafico 2.
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5.4. Perfus@o Renal com solugdo A contendo 4 g% de albumina, glutamina 1
mM e glutation 4 mM a 37°C.

Quatro animais fizeram parte deste grupo de perfusédo. Os rins destes animais
foram perfundidos durante noventa minutos com solu¢cdo A contendo 4 g% de
albumina bovina, glutamina 1 mM e glutation 4 mM a 37°C, previamente dialisada.
Os resultados deste grupo estdo demonstrados na tabela 5. Os fluxos de perfusato
variaram de 17,5 a 36 mL/min.

A resisténcia vascular iniciou com um aumento até o minuto 30 para depois
comecar a cair variando a média de 3,57 4,67 mmHg/mL/g/min, sendo significante(p
< 0,001). O fluxo urinario a média variou de 0,161 a 0,317 mL/g/min observando
certa instabilidade(p = 0,389). Com relacao ao ritmo de filtragdo glomerular vimos um
processo de subida até os vinte minuitos iniciais e a partir comec¢ou a cair variando a
média de 0,203 a 0,430 mL/g/min(p = 0,374).

O transporte absoluto de s6dio mostrou também certa instabilidade variando a
média de 6,99 a 16,12 uEqg/g/min(p = 0,519), mas com o transporte percentual de
sodio h4d uma certa estabilidade variando a média de 37,87 a 45,41%(p = 0,950). O
transporte absoluto do potassio inicia a perfusdo com um crescimento para
posteriormente comecar a cair até o minuto 70 e depois voltar a subir variando a
meédia de 0,28 a 3,12 uEg/g/min(p = 0,359). O transporte percentual de potassio
mostra um aumento nos primeiros trinta minutos para depois cair variando a média
de -14,31 a 22,66%(p = 0,101). O transporte absoluto de cloreto mostra uma
instabilidade variando a média de 4,45 a 13,58 uEqg/g/min(p = 0,207). No transporte
percentual de cloreto ha um incremento até o minuto 30 e ficar estavel variando a
média de 21,57 a 32,26%(p = 0,721). O clearance osmolar tem uma tendéncia de
reducado até o minuto 30 quando entdo comeca a subir até o minuto 60 e voltar a cair
variando a média de 0,153 a 0,321 mL/g/min(p = 0,351). No tocante ao clearance de
agua livre ha um crescimento até o minuto 40 e a partir dai comeca a cair variando a
média de 0,008 a 0,046 mL/g/min(p = 0,404).
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5.5. Perfusdo Renal com solugcdo A contendo 4 g% de albumina e glutamina 3
mM a 37°C.

Quatro animais fizeram parte deste grupo de perfusédo. Os rins destes animais
foram perfundidos durante noventa minutos com solu¢cdo A contendo 4 g% de
albumina bovina e glutamina 3 mM a 37°C, previamente dialisada. Os resultados
deste grupo estdo demonstrados na tabela 6. Os fluxos de perfusato variaram de 17
a 33 mL/min.

A resisténcia vascular mostrou uma queda leve ao longo de toda a perfusao
varaiando a média de 5,70 a 5,17 mmHg/mL/g/min(p = 0,111). Com relacao ao fluxo
urinario observou-se um incremento até o minuto 30 quando comecou a cair e a
média variou de 0,054 a 0,088 mL/g/min(p = 0,832). O ritmo de filtracdo glomerular
aumentou até o minuto 30 quando caiu e manteve-se estavel até o minuto 80
variando a média de 0,068 a 0,153 mL/g/min(p = 0,884). O transporte absoluto de
sédio mostrou uma instabilidade variando a média de 0,87 a 2,83 uEqg/g/min(p =
0,714) e transporte percentual de so6dio mostrou também instabilidade nos seus
dados variando a média 4,58 a 34,34%(p = 0,289).

O transporte absoluto de potassio aumentou até os cinquenta minutos de
perfusdo caindo a partir de entédo e voltando a subir depois, variando a média de -
0,52 a 0,57 uEg/g/min(p = 0,231). Ja o transporte percentual de potassio ficou quase
todo os noventa minutos negativo variando a média de -48,13 a 5,57%(p = 0,331). O
transporte absoluto de cloreto aumentou nos primeiros 50 minutos e comecgou a cair
a partir de entdo variando a média de 1,47 a 3,89 uEg/g/min(p = 0,573). O transporte
percentual de cloreto comportou-se de forma instavel variando a média de -0,51 a
27,32%(p = 0,320). O clearance osmolar aumentou até os setenta minutos variando
a média de 0,053 a 0,107 mL/g/min(p = 0,926). E o clearance de agua livre diminui
substancialmente nos ultimos trinta minutos variando a média de -0,0060 a 0,0038
mL/g/min(p = 0,867).
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5.6. Perfus@o Renal com solugéo A contendo 4 g% de albumina, glutamina 1
mM e alanina 2 mM a 37°C.

Quatro animais fizeram parte deste grupo de perfuséo. Os rins destes animais
foram perfundidos durante noventa minutos, com solucdo A contendo 4 g% de
albumina bovina, glutamina 1 mM e 2 mM de alanina a 37°C, previamente dialisada.
Os resultados deste grupo estdo demonstrados na tabela 7. Os fluxos de perfusato
variaram de 21,5 a 32 mL/min.

A resisténcia vascular diminui & medida que a perfusdo transcorre e sé
voltando a subir nos vinte minutos finais a média variando de 4,47 a 3,82
mmHg/mL/g/min(p = 0,038). Com relacédo ao fluxo urinario houve uma reducéo até o
minuto 60 variando a média de 0,043 a 0,082 mL/g/min(p = 0,130). O ritmo de
filtracdo glomerular diminui até o minuto 60 quando a partir dai comecou a subir
variando a média de 0,057 a 0,144 mL/g/min(p = 0,193).

O transporte absoluto de sodio comecou a cair até o minuto 30 quando sobiu
e caiu de novo no minuto 60 variando a média de 1,40 a 7,59 uEg/g/min(p = 0,092).
O transporte percentual de sodio caiu até o minuto 30 quando voltou a subir e cai
mais uma vez no minuto 60 variando a média de 21,06 a 42,50%(p = 0,433). O
transporte absoluto de potassio comportou-se de forma instavel variando a média de
1,00 a 0,03 uEqg/g/min(p = 0,839). O transporte percentual de potassio variou a
média de 0,14 a 18,71% apresentando-se de forma instavel durante os noventa
minutos de perfusdo(p = 0,875). Com relacdo ao transporte absoluto de cloreto
houve uma reducdo até o minuto 30, quando entdo sobiu até o minuto 50 e caiu
novamente e voltou a subir no minuto 80 variando a média de 1,23 a 7,23
uEqg/g/min(p = 0,302). O transporte percentual de cloreto houve uma reducéo até o
minuto 30 e subindo por vinte minutos caiu novamente variando a média de 15,07 a
34,61%(p = 0,595). O clearance osmolar manteve-se numa tendéncia de queda
variando a média de 0,044 a 0,084 mL/g/min(p = 0,220). O clearance de agua livre
caiu até o minuto 60 variando a média de -0,0030 a 0,0003 mL/g/min(p = 0,832).

A analise das concentragcbes dos substratos no perfusato e na urina
evidenciou a presenca de glutamina e de alanina. No perfusato a concentracéo de
glutamina manteve-se estavel com a média variando de 6674 a 6908 uM e a de
alanina teve uma queda de 20% a média variando 3437 a 4523 uM. Na urina a

excrecao da glutamina diminui no minuto 60 quase 80% e depois voltando a subir
70



para um valor inferior ao inicial variando a média de 1390 a 5835 uM e da alanina
também diminui para quase 50% no minuto 60 e caindo menos no minuto noventa e
a média variando de 1326 a 3285 uM. Todos estes dados podem ser observados no

gréfico 3.
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5.7. Perfusdo Renal com solucdo A contendo 4 g% de albumina e
alanilglutamina 2 mM a 37°C.

Quatro animais fizeram parte deste grupo de perfusdo. Os rins destes animais
foram perfundidos durante noventa minutos com solu¢cdo A contendo 4 g% de
albumina bovina e alanilglutamina 2 mM a 37°C, previamente dialisada. Os
resultados deste grupo estdo demonstrados na tabela 8. Os fluxos de perfusato
variaram de 12 a 25 mL/min.

Analisando os dados da resisténcia vascular observou-se uma queda
progressiva nos noventa minutos da perfusdo variando a média de 6,72 a 8,14
mmHg/mL/g/min, sendo estatisticamente diferente( p = 0,013). Com relacédo ao fluxo
urinario a medida que transcorreu a experiéncia a meédia dos fluxos foi aumentando
variando de 0,102 a 0,181 mL/g/min(p = 0,141). E o ritmo de filtragdo glomerular
seguiu a mesma tendéncia de subida do fluxo urinario e a média variando de 0,128 a
0,304 mL/g/min, mas neste caso é estatisticamente significante(p = 0,043).

No tocante ao transporte absoluto de sédio observamos uma queda nos trinta
minutos iniciais, para depois comecgar a subir e ficar num valor um pouco acima do
valor inicial variando a média de 2,84 a 6,12 uEqg/g/min(p = 0,685). No transporte
percentual de sédio evidenciamos uma queda nos primeiros trinta minutos para
entdo comecar a subir, mas sem chegar ao valor inicial e cair no minuto 70 variando
a média de 23,44 a 48,01%(p = 0,772). O transporte absoluto de potassio caiu nos
primeiros trinta minutos para depois comecar a subir e ultrapassar o valor inicial e no
minuto 70 voltar a cair e a média variando de 0,09 a 1,14 uEqg/g/min(p = 0,935). No
transporte percentual de potassio vimos uma subida a partir de um valor negativo
até o minuto 20, voltando a subir no minuto 50 e mantendo uma tendéncia de
estabilidade no resto do experimento e a média variando de -9,31 a 28,11%(p =
0,902). No transporte absoluto de cloreto observamos uma queda inicial nos
primeiros trinta minutos para depois subir e ficar estavel variando a média de 1,86 a
5,48 uEg/g/min(p = 0,946). No transporte percentual de cloreto vimos uma queda
nos primeiros trinta minutos para depois subir para um valor inferior ao inicial e
depois cair novamente nos trinta minutos finais e a média variando de 7,86 a
41,20%(p = 0,632). Com relacdo ao clearance osmolar observou-se um aumento
progressivo com uma média variando de 0,099 a 0,174 mL/g/min(p = 0,098). No
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clearance de &gua livre observou-se um aumento principalmente nos ultimos
quarenta minutos com uma média variando de 0,002 a 0,007 mL/g/min(p = 0,691).
No PO encontramos uma concentracao de 1430,78 uM de alanilglutamina que
€ posteriormente transformada em glutamina e alanina. As concentracbes de
glutamina no perfusato aumentam levemente a medida que passa 0 experimento
variando a média de 813,76 a 1072,88 uM. Na urina as concentragdes de glutamina
aumentam inicialmente para depois cair a média variando de 665,58 a 851,17 uM.
Com relacdo a alanina vemos um aumento da concentracdo no perfusato a média
variando de 857,95 a 1000,34 uM e na urina a excre¢cdo se mantém estavel nos
sessenta minutos iniciais para depois cair no Gltimo minuto com uma média variando

de 568,66 a 974,82 uM. Todos estes dados podem ser observados no grafico 4.
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5.8. Perfusdo Renal com solucdo A contendo 4 g% de albumina e
alanilglutamina 5 mM a 37°C.

Seis animais fizeram parte deste grupo de perfusédo. Os rins destes animais
foram perfundidos durante noventa minutos com solucdo A contendo 4g % de
albumina bovina e alanilglutamina 5 mM a 37°C, previamente dialisada. Os
resultados deste grupo estdo demonstrados na tabela 9. Os fluxos de perfusato
variaram de 15,5 a 36,5 mL/min.

Com relagdo a resisténcia vascular as médias mantiveram-se estaveis
variando de 5,02 a 5,67 mmHg/mL/g/min(p = 0,444). O fluxo urinario aumentou mais
intensamente nos primeiros cinquenta minutos para depois comecar a cair, mas para
valores superiores aos iniciais, variando a média de 0,104 a 0,150 mL/g/min(p =
0,134). O ritmo de filtracdo glomerular aumentou até os cinquenta minutos quando
também comecou a cair variando a média de 0,187 a 0,279 mL/g/min(p = 0,655).

O transporte absoluto do sédio sobiu até o minuto 60 para depois cair e voltar
para os valores iniciais e a média variou de 7,31 a 13,87 uEqg/g/min(p = 0,408). O
transporte percentual de s6dio manteve uma tendéncia de estabilidade variando a
média de 43,06 a 55,17%(p = 0,291). O transporte absoluto do potassio diminui a
medida que o tempo passa tendendo a um valor negativo e a média variou de -0,85
a 0,24 uEg/g/min(p = 0,726). O mesmo aconteceu com o transporte percentual de
potassio caindo até valores negativos variando a média de -10,93 a 12,01%(p =
0,311). Com relacdo ao transporte absoluto de cloreto houve um incremento
principalmente ap6s o0s quarenta minutos de perfusdo e caindo para valores
inferiores aos iniciais no minuto 70 com uma média que variou de 4,18 a 9,44
uEg/g/min(p = 0,598). Com relagéo ao transporte percentual de cloreto observamos
uma estabilidade e a média variou de 30,37 a 42,22%(p = 0,319). O clearance
osmolar mostrou certa instabilidade com uma média variando de 0,095 a 0,149
mL/g/min(p = 0,059). Com relacdo ao clearance de &gua livre observamos um
clearance negativo no inicio até os quarenta minutos e depois houve um aumento
até os 70 minutos e voltou a cair com uma meédia variando de -0,002 a 0,011
mL/g/min, tendo diferenca estatistica(p = 0,009).

Na avaliacdo do HPLC, observamos a presenca da alanilglutamina no PO e
aqui diferentemente do grupo alanilglutamina 2 mM constatamos também a

presenca de uma pequena quantidade de alanilglutamina no P30 evidenciando uma
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média de 13,63 uM. A média da alanilglutamina no perfusato antes de comecar a
experiéncia foi de 473,9 uM. Notamos que as concentracbes médias da glutamina
no perfusato e na urina mantiveram-se estaveis e a média variou no perfusato de
507,2 a 655,3 e na urina de 489,97 a 616,13 uM. Com relacéo a presenca da alanina
as concentracfes também estiveram estaveis tanto no perfusato como também na
urina, sendo a variacdo da média de 630 a 6749 e 637,7 a 667,9 uM,

respectivamente. Todos estes dados podem ser observados no grafico 5.
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5.9. Perfusdo Renal com solugcédo A contendo 4 g% de albumina, glutamina 1
mM e glutation 2 mM a 22°C.

Cinco animais fizeram parte deste grupo de perfusdo. Os rins destes animais
foram perfundidos durante noventa minutos com solu¢cdo A contendo 4 g% de
albumina bovina, glutamina 1 mM e glutation 2 mM a 22°C, previamente dialisada.
Os resultados deste grupo estdo demonstrados na tabela 10. Os fluxos de perfusato
variaram de 19 a 28 mL/min.

A resisténcia vascular diminui a medida que o tempo passa variando a média
de 4,96 a 5,69 mmHg/mL/g/min(p = 0,903). O fluxo urinario aumentou também a
medida que a perfusdo progride variando a média de 0,037 a 0,107 mL/g/min(p <
0,001). O ritmo de filtracdo glomerular aumenta também com o tempo de perfuséao
variando a média de 0,042 a 0,163 mL/g/min(p = 0,002).

No tocante ao transporte absoluto de s6dio h4 um aumento progressivo com o
valor final quase dez vezes maior e a média variando de 0,64 a 6,12 uEg/g/min(p =
0,247). Ja o transporte percentual de s6dio mostra uma tendéncia de aumento nos
primeiros trinta minutos para depois cair e ficar estavel e voltar a cair no minuto 70
com uma meédia variando de 8,96 a 28,28%(p = 0,656). O transporte absoluto de
potassio aumenta até o minuto 40 quando cai e volta a subir e ficando no final com
um valor acima do inicial com uma média variando de -0,13 a 1,88 uEg/g/min(p =
0,888). Com relacdo o transporte percentual de potassio ha um crescimento de um
valor negativo até o minuto 60 com uma meédia variando de -6,19 a 22,42%(p =
0,889). No transporte absoluto de cloro ha um aumento até os trinta minutos iniciais
guando comecga a cair e subir novamente no minuto 60 chegando ao final com um
valor mais de onze vezes superior e a média variando de 0,58 a 6,67 uEg/g/min(p =
0,423). Com relacdo ao transporte percentual de cloro ha um incremento até o
minuto 40, mas o valor final muito superior ao valor inicial com uma média variando
de 7,36 a 25,23%(p = 0,498). O clearance osmolar aumenta com o tempo de
perfusdo variando a média de 0,034 a 0,105 mL/g/min(p < 0,001). E o clearance de
agua livre mostra uma estabilidade durante toda a perfusédo variando a meédia de -
0,001 a 0,003 mL/g/min(p = 0,878).

Neste grupo as concentragdes de glutamina tendem a aumentar no perfusato
Nnos primeiros sessenta minutos para depois cair e a média variam de 4283 a 6293

uM e a excrecao urinaria mantém-se estavel e a média variando de 5050 a 5650 uM
82



e com relacdo ao glutation as médias das concentracbes no perfusato diminuem
drasticamente variando de 727 a 3116 uM e somente observa-se a presenca de
glutation na urina somente nos primeiros trinta minutos. Todos estes dados podem

ser observados no gréfico 6.
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6. DISCUSSAO

A perfusdodo rim isolado ganhou significado clinico como um meio para a
conservacgao para transplante. O rim perfundido e isolado tem se tornado um método
popular, para estudar os efeitos das condi¢cbes na funcdo renal da preservacgao
hipotérmica(Southard e cols., 1985). O perfusato ideal tem sido considerado aquele
gue mimetiza a composicao do fluido extracelular e da osmolaridade com substratos
de glicose, acidos graxos ligados a albumina e oxigénio(Marshall, 1984). Os
primeiros perfusatos foram constituidos para mimetizar o0 sangue e por este motivo
tinham uma concentracdo de sodio em torno de 140mM e uma concentragdo de
potassio de 4mM(Pegg e Farrant, 1969).

O rim perfundido e isolado de coelho tem sido usado por muitos
pesquisadores, com 0O objetivo de testar as solugcdes de preservacgao.
Desenvolvimentos recentes em preservacao de Orgdos e em transplantes tém
renovado o interesse pelas preparacdes de modelos ex-vivo como uma alternativa
para o estudo das técnicas que promovam a viabilidade de o6rgdos a longo
prazo(Rice e cols., 1985; Berkowitz e cols., 1968). O modelo in vitro de perfuséo
renal normotérmica com um meio definido tem fornecido uma util alternativa nos
estudos de preservacéo renal de ratos e de coelhos(Segal e Guttman, 1983). Este
modelo fornece ao investigador a aportunidade de determinar os efeitos das
condicBes de preservacao na funcéo renal incluindo o ritmo de filtracdo glomerular e
a reabsorcdo de sodio. Com esta técnica, muitas condicbes de preservacao podem
ser rapidamente analisadas em termos dos efeitos na funcdo renal, resultando na
geracdo de dados que podem ser relevantes para a obtencdo de melhores
preservacdo de 6rgaos(Southard e cols., 1985).

Duas acdes se tornaram importantes nesta pesquisa, a avaliacdo das funcdes
fisiologicas e 0 uso de substratos necessarios para o funcionamento do 6rgao, numa
solucéo rica em potassio e em magnésio. Tem-se adicionado diversos substratos as
solugbes de preservagdo com o objetivo de manter a integridade celular ex-vivo. O
rim pode utilizar uma ampla variedade de substratos. A 37° C, acidos graxos livres,
glicose, piruvato, aminoacidos e corpos cetonicos podem todos ser consumidos. A
adicdo de aminoacidos aos perfusatos melhora consideravelmente a fungéo do rim

de rato perfundido normotermicamente, particularmente a funcdo tubular. Um
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coquetel de aminoacidos incluindo o glutamato, asparagina e a cisteina maximiza o
progresso alcancado pela solucdo (Marshall, 1984).

Uma das primeiras observagdes sobre este tema foi publicada por Fonteles e
colaboradores em 1985. Estes autores demonstraram num modelo limitado de
substratos, que acidos graxos eram extremamente importantes para o transporte de
sédio. Tradicionalmente, o rim isolado e perfundido ofereceu um sistema informativo
para investigar a biologia renal sem a interferéncia de outros érgaos. O rim isolado e
perfundido foi estabelecido pela primeira vez em 1876 por Bunge e Schmeideberg e
€ comumente utilizado como uma ferramenta de triagem para o clearance renal e 0
seu metabolismo, correlacionando-os com a deposi¢cao de drogas renais para a
funcdo renal in vitro. A integridade funcional em todo o néfron € preservada,
permitindo a determinacdo simultanea da filtracdo, a excre¢do urinaria e a
reabsorcéo, os trés principais parametros da funcao renal. Portanto, o rim isolado e
perfundido é uma ferramenta Util para investigar a manipulacdo biolégica de
compostos que de outra forma seriam dificeis de executar in vitro, ja que € possivel
selecionar substratos especificos (Chang e cols., 2013).

O glutation (GSH) estad presente em rins frescos em concentragbes muito
elevadas com 9-10mM. O GSH esta envolvido no processo de absorcdo de
aminoécidos e agucares em fatias de cortex de rim. Além disso, foi estabelecido que
o rim de mamifero contém uma proteina quinase dependente de AMP ciclico, que
pode ser inibida pela diamida promotor da oxidacdo do GSH. Dados mostram que o
rim isolado e perfundido é capaz de extrair grandes quantidades de GSH do
perfusato(Fonteles e cols., 1976). Por isso é importante fazer a reposicao deste
substrato as estas solu¢cbes(Fonteles e cols., 1978). A estocagem a frio das células
tubulares renais, tem sido mostrada estar associada com a geracdo aumentada de
espécies reativas de oxigénio e niveis reduzidos de glutation celular, ambos levando
a deplecéo de ATP, lesdo de DNA e degradacdo de membrana. Foi confirmada a
ocorréncia de peroxidacdo lipidica durante a estocagem a frio(Ahlenstiel e cols.,
2006).

Na presente pesquisa, resolveu-se de maneira sistematica fazer uma
avaliacdo funcional de uma solucdo de preservacdo renal de composicéo
intracelular, rica em potassio e em magnésio, descrita pela primeira vez em 1973-
1974 por Fonteles e cols., 1973 e Jeske e cols., 1974. Acrescentamos a esta

solucdo substratos importantes como o glutation, a glutamina, a alanina ou a
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alanilglutamina, um dipeptidio com o intuito de suprir as suas necessidades
metabdlicas, e devido a um quadro de isquemia a que o 6rgdo € submetido, muitas
vezes por varias horas antes do transplante. Inicialmente, testamos a adicdo destes
substratos num meio normotérmico € num meio subnormotérmico, no qual a
demanda metabdlica € maior quando comparada com o meio subnormotérmico, no
qual esta demanda metabdlica diminui.

Varios fatores tém sido postulados para regular a producdo de amdnia no rim.
Um desses fatores reguladores da formacdo de amodnia aumentada durante a
acidose pode ser os niveis de glutamato no tecido renal. A analise dos metabdlitos
do rim demonstra uma queda no teor de glutamato tecidual no inicio deste quadro
metabdlico. Esta observacédo leva para a hipotese de que a queda no teor de
glutamato durante a acidose, remove a inibicdo da glutaminase dependente de
fosfato, promovendo assim uma maior absor¢cdo de glutamina com subsequente
desamidacdo pelas mitocondrias. O estimulo para a formacdo de aménia renal
parece ser a queda dos niveis de ATP. A hidrélise do ATP provoca a reacao
facilitada pela mioquinase AMP desaminase para preservar os niveis de ATP. No
rim, o ADP formado como resultado da hidrélise de ATP, pode também estimular o
fluxo de glutamato através da glutamato desidrogenase e de a-cetoglutarato
desidrogenase para a formacéo de aménia através desta via(Bogusky e Aoki, 1983).

Uma pesquisa revelou que a glutamina pode desempenhar um papel
essencial na sinalizagdo celular e induz a proteinas de choque térmico, que sao
estruturas proteicas moleculares adventicias importantes que podem diminuir as
lesGes celulares em uma variedade de condicOes de stress celular. No rim normal,
as proteinas do choque térmico sao expressas em niveis baixos. No entanto, elas
sao abundantemente induzidas especialmente na medula renal quando expostas a
varios tipos de stress celular que pode representar um sistema de defesa molecular
intrinseca para as células epiteliais tubulares renais. A glutamina é também um
importante precursor do glutation, regulando sua sintese(Labow e Souba, 2000;
Hong e cols., 1991). Espécies reativas de oxigénio também desempenham um papel
importante no desenvolvimento de lesdo renal aguda. A glutamina pode ser benéfica
em prevenir lesdo renal aguda e seu efeito € induzido através da ativacdo das
proteinas do choque térmico e/ou acdo antioxidante, como sugerido(Peng e cols.,
2013; Bessems e cols., 2005).
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Os animais perfundidos usando uma solucdo A enriquecida com Varios
substratos nédo alteraram a resisténcia vascular, o transporte absoluto e percentual
de potassio e o clearance de agua livre. Foi evidenciado que a adicdo do glutation
causava uma reducdo da resisténcia vascular, fato ndo evidenciado neste
trabalho(Araujo Filho, 1994). Para evitar leses durante a perfusdo normotérmica ex-
vivo, é concebivel que as pressbes de perfusdo mais baixas podem ser mais
benéficas do que as pressdes de perfusdo mais elevadas para evitar o risco de
maiores danos e otimizar a recuperacéo da funcao renal do enxerto logo apds. Pegg
e Farrant em 1969 mostraram que existe uma relagéo inversa entre concentragéo de
coldides e resisténcia e entre fluxo e resisténcia. A relacdo entre fluxo e resisténcia
poderia ser devido a uma progressiva dilatacdo dos vasos. Rins perfundidos sem
coloides com uma pressao reduzida tinham uma resisténcia vascular estavel(Segal e
Guttman, 1983).

Quando comparamos os fluxos urinarios observamos fluxos mais altos com
diferenca estatistica até o minuto 80 nos grupos glutamina 1 mM, glutamina 1 mM +
GSH 2 mM e glutamina 1 mM + GSH 4 mM(p = 0,035). Com relacdo ao ritmo de
filtragcdo glomerular, o grupo com maior valor e estatisticamente diferente, € o que
contem glutamina 1 mM e o grupo glutamina 1 mM + GSH 2 mM, durante toda a
perfusdo principalmente quando comparado com 0s grupos glutamina 3 mM,
glutamina 1 mM + alanina 2 mM e com o grupo controle(p = 0,035). Ao avaliarmos o
transporte absoluto de sédio é mais importante observar que o melhor grupo € o que
contén glutamina 1 mM + GSH 2 mM, glutamina 1 mM + glutation 4 mM e o grupo
alanilglutamina 5 mM, durante todos 0os noventa minutos principalmente quando
comparado com 0s grupos glutamina 3 mM, em subnormotermia, glutamina 1mM +
alanina 2 mM e alanilglutamina 2 mM(p = 0,032). Os melhores grupos com
transporte percentual de soédio estatisticamentes diferentes sdo 0s grupos que
contem alanilglutamina 5 mM e o grupo que contem glutamina 1 mM + GSH 2 mM
principalmente quando comparado com 0s grupos subnormotermia e glutamina 3
mM(p = 0,044). Ele é significante praticamente em todo o periodo da perfusao(10,
30, 50, 60, 70 e 80 minutos).

A filtracdo renal e a reabsorc¢ao tubular sdo movidas pelo transporte ativo que
requer um alto nivel de oxigenacdo. A autoregulacdo é uma propriedade intrinseca,
que é preservada, mesmo depois da desnervacdo no orgdo isolado(Patel e cols.,

2014). O aumento da concentracdo citosOlica de sodio durante a hipoxia,
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desempenha um papel crucial na patogénese da lesdo hipoxica, e pode ser inibida
pelo aminoacido glicina. Carini e colaboradores propuseram que este efeito
resultava da inibicdo dos canais de cloreto dependente de ligacbes sensiveis a
glicina, porcausa do influxo de sodio e de cloreto estarem acoplados. Frank e
colaboradores demonstraram que o influxo de sodio € cloreto independente, e que
existe um componente ndo dependente de sodio, na lesdo hipoxica. A alanina,
estruturalmente relacionada com a glicina, parece exercer os seus efeitos protetores
por interferir com o acumulo de sddio induzido pela hipoxia(Bahde e cols., 2008). O
glutation atua como antioxidante, enquanto a glutamina, tanto é metabolizada a
glutation, prevenindo assim a oxidagdo, como servindo de substrato para a
gliconeogénese, sinalizacdo nervosa, sintese de proteinas, nucleotideos, &cido
nucléico e formacdo de oxido nitrico(Strzelecki e Schoolwerth, 1981). Weinberg e
cols., em 1987 mostraram que o glutation e a glicina fornecem substancial protecao
contra a injaria hipéxica em tubulos isolados, e que o maior fator protetor parecia ser
a glicina.

O transporte absoluto e percentual de potassio ndo mostrou alteracdo entre
os grupos perfundidos. Os esforcos para entender os beneficios das altas
concentracbes de potassio baseiam-se na hipétese de que como a funcdo das
bombas i6nicas esta prejudicada, durante a conservagdo. JA o conteddo idnico
intracelular, pode ser mantido usando uma solucdo de preservacdo com conteudo
ibnico similar. Este conceito é compensado por varias observacdes: (i) teor elevado
de potéassio, induz a despolarizacdo celular e acelera a diminui¢do do teor de ATP
celular; (ii) canais dependentes da voltagem, tal como os canais de calcio, sédo
ativados; e (iii) o influxo consecutivo de célcio depende da concentracdo de potassio
da solucdo. Mais importante ainda, a concentracdo de potassio acima de 15 mmol/L
€ um potente estimulo de vasoconstricdo que prejudica a perfusdao dos o6rgaos
durante a perfuséo e a reperfusao(Hauet e Eugene, 2008).

A inclusdo de niveis elevados de potassio no meio de preservacdo é
importante na prevencdo da perda de potdssio durante a armazenagem a frio.
Pensa-se também que uma alta concentracdo de potassio ajudaria a evitar o
acumulo de célcio intracelular durante a isquemia. As propriedades essenciais da
solucdo de conservagao incluem a minimizagédo do edema celular e do edema do
espaco extracelular, induzida pela hipotermia, a restricdo do desequilibrio ibnico, a

prevencdo da acidose intracelular e da lesdo de radicais livres causada, apos a
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reperfusdo bem como fornecimento de substratos necesséarios para a regeneragao
de fosfatos de alta energia durante a reperfusdo(Ahmad e cols., 2004). Keeler e
colaboradores em 1966 demonstraram que a lesdo causada pela perfuséao
prolongada poderia ser prevenida usando solu¢des contendo altas concentracdes de
potéassio e magnésio(Fonteles e cols., 1973).

O melhor transporte absoluto de cloreto foi observado no grupo glutamina 1
mM + GSH 2 mM nos minutos 10,50,60,70 e 80(p = 0,044) e o melhor resultado do
transporte percentual de cloreto foi também com o grupo glutamina 1 mM + GSH 2
mM nos minutos 10 e 60(p = 0,046). Quanto aos melhores clearances de agua livre
foram observados nos grupos glutamina 1 mM e glutamina 1 mM + GSH 4 mM. Os
melhores clearances osmolares foram do grupo glutamina 1 mM, glutamina 1 mM +
GSH 4 mM e do grupo glutamina 1 mM + GSH 2 mM observados nos minutos 10,
20, 30, 40, 50, 70 e 80(p = 0,027).

O rim apresenta um importante papel no metabolismo dos pequenos peptidios
circulantes. A concentracdo destes peptidios no filtrado tubular pode ser muita vezes
maior do que no sangue por causa de que as células tubulares da membrana em
borda em escova contem alta atividade de endopeptidases e de dipeptidil peptidase,
que agem nas proteinas do filtrado para produzir pequenos peptidios(Fonteles e
cols., 1983). Tem sido demonstrado que os dipeptidios que contém glutamina
podem atuar como um substituto para a glutamina(Calde, 1994).

Como o fluxo de sangue oxigenado no momento da retirada do 6rgao é
encerrado, o fornecimento de oxigénio, os cofatores e 0s nutrientes param ou
diminuem concomitantemente sua atividade. No entanto, a atividade metabolica da
célula ndo é interrompida a baixa temperatura. O metabolismo anaerdbico continua,
com deplecdo resultante das reservas de energia e o0 acumulo de produtos
metabalicos, incluindo compostos de degradacao do trifosfato de adenosina (ATP).
A deplecéo do ATP provoca perda de gradiente transcelular de eletrdlitos, influxo de
calcio livre e subsequente ativagdo das fosfolipases; este € um dos principais
contribuintes para o edema e a lise celular(Armad e cols., 2004). Além disso, o
acumulo de produtos metabdlicos durante a isquemia constitui a base para a
producdo de moléculas tdxicas apos a reperfusdo, as quais promovem vias de leséao
devido & injuria da isquemia e de reperfusdo. Durante a isquemia, 0S mecanismos
de transporte ativos de adenosina trifosfatase(ATPase) envolvendo o sdédio, o

potassio, o calcio, 0 magnésio sao inibidos, o que conduz a um fluxo constante de
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sédio, cloreto e calcio para dentro da célula, com o subsequente influxo osmotico de
dgua aumentando o edema celular. A perfusdo continua proporciona um
fornecimento de substratos metabodlicos e remove subprodutos, recriando a
circulacdo normal(Ahmad e cols., 2004; Haisch e cols., 1997).

A perfusdo normotérmica, sem oxigenacdo adequada, cria resultados
inferiores com relagdo ao armazenamento a frio simples. Embora haja uma falta de
dados comparativos, ha evidéncias de que a hipotermia induz lesédo através de
varias vias; €, portanto, l6gico postular que a normotermia, ou perto de uma perfusao
normotérmica fornecendo oxigénio e outros substratos fisioldgicos serd o método
ideal para manter os 6rgdos em um estado viavel por periodos mais prolongados. A
alternativa a preservacdo hipotérmica € a utilizacdo da preservacdo numa
temperatura normal do corpo(Yong e cols., 2016; ST Peter e cols., 2002).

O termo perfusdo normotérmica refere a perfusdo de um 6rgéo a temperatura
normal fisiologica, cerca de 37°C. O metabolismo continuado nas temperaturas
hipotérmicas leva ao acumulo de metabdlitos, que formam os substratos para a
subsequente injaria de isquemia e de reperfusdo. As perfusbes por maquina
hipotérmica melhoram a situacdo, provavelmente pela remocdo dos produtos
metabolicos, e isto pode ser a base destes beneficios em mais 6rgdos marginais. A
normotermia com fluxo continuo ou pulsatil oferece a oportunidade para restaurar o
metabolismo aerdbico normal a uma temperatura fisiolégica. Durante a perfuséo
normotérmica por maquina, o 6rgao € perfundido e preservado a uma temperatura
corporal de 37°C. Em teoria, a perfusdo normotérmica por maquina permite que o
orgdo mantenha o metabolismo em niveis fisiol6gicos, minimizando assim o acumulo
de substratos toxicos e de formacao de radicais livres(Kaths e cols., 2016).

A composicdo do perfusato é vital para assegurar a entrega adequada de
nutrientes e de oxigénio para manter a integridade celular e 0s processos
vasculares. Os primeiros estudos verificaram que a hemdlise, a ativacdo de
plaguetas e os produtos de degradacdo durante a perfusdo causou um aumento da
resisténcia e de edema nos tecidos durante periodos prolongados de preservacgao.
Com a restauracdo do metabolismo, as técnicas de preservagcdo normotérmica
oferecem o potencial para avaliar a viabilidade antes do transplante. Isto pode ser
particularmente vantajoso para a preservacdo dos o6rgdos doados por critérios
expandidos ou de rins de doadores apds morte cardiaca, sendo capaz de prevenir 0

transplante de rins ndo funcionantes(Hosgood e Nicholson, 2011).
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As solucdes de preservacdo sdo concebidas para neutralizar os efeitos da
hipotermia e prolongar o tempo em que o 6rgdo pode ser mantido sem oxigénio.
Elas contém componentes diferentes com base em trés principios essenciais: uma
composicdo adequada de eletrdlitos (alto ou baixo nivel de sodio/potassio), um
impermeabilizante para evitar o edema celular e um tampdo para prevenir a
acidose(O’Callaghan e cols., 2012).

Faltam dados clinicos para demonstrar efetivamente a solucao ideal para usar
na preservacao renal e assim promover uma melhor sobrevivéncia do enxerto.
Atualmente, na pratica clinica sdo usadas trés tipos de composi¢ao da solucéo para
a preservagdo a frio: intracelulares, intermediarios e extracelulares. Cada uma
destas solucBes contém um impermeabilizante (lactobionato ou a rafinose) e/ou
coloides (hidroxietilamido ou o polietilenoglicol), para limitar o edema. Solucbes
livres de impermeabilizantes ou livres de colbides originam resultados mediocres
para os transplantes de rim, figado, intestino e péancreas. Southard em 1989
observou a importancia de prevenir a perda celular de glutation, varios outros
cofatores, precursores purinicos da biossintese de DNA e prevenir a ativacdo dos
sistemas enzimaticos que podem danificar os 6rgdos quando forem reperfundidos.

N&o podemos esquecer as observacdes sobre os efeitos da velocidade de
resfriamento, nas respostas do receptor alfa-adrenérgico, como preconizado por
Fonteles e Karow em 1977, em que o resfriamento rapido provocou um bloqueio
visivel deste receptor, durante o resfriamento em alta velocidade(6°C/min), como
aconteceu também a disfuncionalidade imposta por esta condi¢éo fisica, no rim de
coelho.

A solucdo usada em nosso trabalho foi uma solugdo de composicao
intracelular rica em potassio e magnésio que foi acrescida de varios substratos em
diferentes concentracdes. Observamos uma perspectiva futura promissora com
resultados importantes em parametros fisiolégicos e metabdlicos quando
adicionamos a solucdo A dois substratos(a glutamina na concentracdo de 1 mM e o

glutation na concentragao de 2 mM).

115



7. CONCLUSOES

Utilizando-se um modelo de perfusédo de rim isolado de coelhos, analisou-se
varias solucbes de preservacdo tendo como base a solucdo A(uma solucao rica em
potdssio e em magnésio) acrescidas de Varios substratos como o glutation, a
glutamina, a alanina e a alanilglutamina em diferentes concentracdes.

Chegamos as seguintes conclusdes:

1)A glutamina e o glutation parecem ser importantes substratos na manutengéo da
atividade celular e nas necessidades metabolicas do rim;

2)A adicdo de 1 mM de glutamina associada a 2 mM de glutation apresenta o

melhores resultados do grupo com a dose ideal;
3)A adicdo de 1 mM de glutamina e de 2 mM de glutation causa efeitos significativos
na manutencao do fluxo urinario, no ritmo de filtracdo glomerular, no transporte de

sddio e no clearance osmolar;

4)O dipeptidio alanilglutamina na dose de 5 mM apresenta efeitos benéficos

importantes principalmente com o transporte absoluto e percentual de sédio;

5)A adicéo de glutamina a solucéo A protege o consumo renal de glutation conforme

demonstrado em nossos resultados.
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