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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi analisar as alteragbes histolégicas de rins
de ratos perfundidos com solucdo salina isotonica, solugdo de Euro-Collins e
solugdo de Euro-Collins adicionada de diltiazem e preservados sob hipotermia
simples por até 48 horas. Foram utilizados 36 ratos Wistar Novergicus albinus,
fémeas, divididos em trés grupos, com doze ratos cada: grupo A (rins perfundidos
com solugdo salina isotdnica), grupo B (rins perfundidos com solucdo de Euro-
Collins) e grupo C (rins perfundidos com solugdo de Euro-Collins adicionada de
diltiazem). Utilizou-se anestesia inalatéria com éter comercial em todos os
procedimentos cirurgicos. Os ratos foram submetidos a laparotomia mediana e
exposicdo da aorta abdominal. Por meio de cateter locado no interior da aorta
abdominal, foi realizada perfus&do renal utilizando-se a solugdo de acordo com 0
grupo a que pertencia 0 animal. Apdés o término da perfusdo, foi realizada
nefrectomia bilateral e os o6rgaos foram preservados sob hipotermia por cinco
periodos de tempo distintos: 0, 12, 24, 36 e 48 horas. Os rins foram fixados em
formol a 10% para analise histolégica. Por meio de microscopia Optica foram
avaliadas duas estruturas renais: glomérulo e tubulo. Contou-se o numero total de
glomérulos e o percentual de glomérulos lesados, e avaliou-se o grau de dano
tubular. Nao houve diferenca significativa do numero de glomérulos avaliados entre
os diferentes periodos de tempo em cada grupo. N&o se observou lesdo glomerular
e dano tubular em nenhum dos 6rgéos dos grupos A, B e C no periodo 0. A perfusdo
renal com solugdo salina isotdnica mostrou-se efetiva na preservagdo dos orgaos
por até 12 horas, verificando-se aumento do percentual de glomérulos lesados nos
periodos de 24, 36 e 48 horas. A perfusao renal com solugcdo de Euro-Collins e com
solucdo de Euro-Collins adicionada de diltiazem mostraram-se igualmente efetivas
na preservagao dos érgaos por até 36 horas, observando-se aumento do percentual
de glomérulos lesados somente no periodo de 48 horas. Os resultados
demonstraram existir associagao entre dano tubular e o grau de lesdo glomerular, ou
seja, 0s rins com maior grau de alteragdo tubular correlacionaram-se com lesdo
glomerular severa. Concluiu-se que a adi¢cdo do blogueador de canal de caélcio,
diltiazem, a solug&o de Euro-Collins para a perfusdo renal ndo diminui o percentual
de les&o glomerular.



ABSTRACT

The aim of this study was to analyse the histologic changes of rat kidneys
perfused with isotonic saline solution, Euro-Collins solution and Euro-Collins solution
added with diltiazem and stored hypothermically up to 48 hours. Thirty-six female
Wistar Novergicus albinus rats were used, divided in three groups of twelve rats
each, as follow: group A (kidneys perfused with isotonic saline solution), group B
(kidneys perfused with Euro-Collins solution) and group C (kidneys perfused with
Euro-Collins solution added with diltiazem). Ether anesthesia was used for all
surgical procedures. The rats were submitted to laparotomy and abdominal aorta
exposure. Through a catheter located in the interior of the abdominal aorta, a renal
perfusion was performed using a solution according to the group to which the animal
belonged. After the perfusion completion, bilateral nephrectomy was performed and
the organs were preserved under hypothermia for five distinct periods of time: 0, 12,
24, 36 and 48 hours. The kidneys were fixed in formaldehyde at 10% for histological
analysis. Two renal structures were evaluated through optical microscopy:
glomerulus and tubule. The total number of glomeruli was counted, the percentage of
the injured glomeruli established and the injured tubular degree evaluated. There
was no meaningful difference in the number of glomeruli evaluated between the
different periods of time in each group. Glomerular lesion and tubular injury were not
observed in any of the organs in groups A, B and C in period 0. The renal perfusion
with isotonic saline solution proved effective in the preservation of the organs up to
12 hours, an increase in the percentage of the injured glomeruli was noticed in the
periods of 24, 36 and 48 hours. The renal perfusion with Euro-Collins solution and
Euro-Collins solution added with diltiazem proved effective in the preservation of the
organs up to 36 hours and an increase in the percentage of injured glomeruli was
noticed only in the period of 48 hours. The results showed an association between
the tubular injury and the glomeruli lesion degree, that is, the kidneys with a higher
degree of tubular alteration were related to severe glomerular lesion. It was therefore
concluded that the addition of a calcium channel blocker, diltiazem, to the Euro-
Collins solution for the renal perfusion does not decrease the percentage of
glomerular lesion.
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1 INTRODUGAO

O transplante renal tem sido uma das areas mais estudadas na medicina
devido ao grande numero de pacientes que necessitam deste tipo de intervengéo. A
utilizagdo mundial de érgdos de doador cadaver, a melhora do manejo clinico desse
doador antes e durante a remog¢do dos Orgados, os progressos alcangados no
aspecto legal, que agilizam os tramites burocraticos, a répida seleg:éd do receptor
devido a criagdo de centros informatizados que reunem os dados de
histocompatibilidade, os avangos na imunossupressao e a melhora dos métodos de
preservacgao renal contribuiram para a eficacia do transplante de rim como o melhor
tratamento para a doenca renal terminal (BELZER, 1974 e MARSHALL,;
JABLONSKI; SCOTT, 1994).

A preservagao renal efetiva é parte integrante de todos os programas de
transplante. Desde que CARRELL, em 1911, (apud IRIARTE et al., 1981) descreveu
pela primeira vez uma técnica de preservacdo baseada na hipotermia moderada,
varios trabalhos tém sido publicados relacionados a este assunto, dispondo-se
atualmente de diversas técnicas de preservagao renal.

O objetivo da preservagao renal ideal é promover o tempo necessario para a
realizagcdo da prova cruzada, sele¢ao do receptor, transporte do enxerto e preparo
do receptor para a cirurgia, bem como levar ao restabelecimento precoce da fungao
renal, pois o atraso desta func@o acarreta custos consideraveis devido ao tempo
maior de permanéncia hospitalar e a necessidade de didlises repetidas (HALASZ;
COLLINS, 1976).

A primeira tentativa de preseNar orgaos e tecidos utilizou a hipotermia com o
objetivo de evitar os efeitos prejudiciais causados pela isquemia. A hipotermia
diminui a atividade metabdlica e reduz a demanda de oxigénio do 6rgéo preservado.
O metabolismo celular ndo cessa durante a preservagdo hipotérmica, somente
diminuem-se as rea¢des e a morte celular (SOUTHARD et al.,, 1977 e BELZER,;
SOUTHARD, 1988). O simples resfriamento da superficie renal permite que o rim
tolere periodo de isquemia de até 12 horas (COLLINS; BRAVO-SHUGARMAN:;
TERASAKI, 1969).
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Na pratica diaria, os rins sao inicialmente perfundidos com solugédo resfriada
para retirar o sangue de seu interior, geralmente por meio de perfusdo “in situ”
(GARVIN et al., 1980). Apos a remocéao, os rins podem ser preservados utilizando-se
duas maneiras distintas: imersdo hipotérmica simples ou perfusdo continua
(BELZER; ASHBY; DUNPHY, 1967). Devido a complexidade e ao alto custo da
perfusdo continua, foram realizados varios estudos comparando os dois métodos.
Concluiu-se que, quando a retirada dos 6rgaos for realizada sob condi¢bes ideais,
ambos os métodos podem ser utilizados com a mesma seguranga € 0S mesmos
resultados (HEIL et al., 1987). Entretanto, quando os érgaos forem submetidos a um
periodo maior de isquemia quente, somente a perfusao continua pode fornecer
preservacao eficiente e segura (MARTIN; SMITH; FAREED, 1970; MOBERG et al.,
1972; FILO et al,, 1974, OPELZ; TERASAKI, 1976 e LAKEY, 1978). Outro método
de preservacgao estudado foi o congelamento de 6rgdos (DIETZMAN et al., 1973).
Exceto pelo estudo realizado por Dietzman et al. (1973), nenhum outro demonstrou
sucesso com a utilizagao desta técnica (BELZER, 1974).

Varias solugbes de perfusdo compostas por diferentes solutos tém sido
estudadas nos ultimos anos. As solugdes de composi¢do eletrolitica extracelular,
como plasma (JOHNSON et al., 1972), ou seus substitutos (GRENIER et al., 1973 e
FRODIN, 1975), e solugdo salina, comprovaram ser inadequadas para preservagao
renal por periodo maior do que 12 horas (MARSHALL; JABLONSKI; SCOTT, 1994).

A preservagao prolongada de érgdos somente tornou-se possivel apés o
desenvolvimento de solugbes de composicdo eletrolitica intracelular (COLLINS;
HARTLEY; CLUNIE, 1972 e JABLONSKI et al., 1980). Desde entédo, foram feitas
varias modificagdes na composi¢do das solucbes. SACKS et al. (1973) substituiram
a glicose pelo manitol na solugdo de Collins, deixando-a hiperosmolar (SACKS;
PETRITSCH; KAUFMAN, 1973). Embora a presen¢a de manitol previna o edema
celular resultante da hipotermia (BELZER et al, 1982) e possa estimular a
vasodilatagdo (LANE et al., 1996), a solucdo de Collins fornece protecdo maior a
fungao celular do que a solugao de Sacks (COLLINS; HALASZ, 1975 e DAHLAGER,;
BILDE, 1976). A solucdo UW (University of Wisconsin), que foi originalmente
desenvolvida para preservag¢ao do pancreas, tem tido maior impacto na preservagao
de multiplos 6rgéos (UEDA et al., 1983 e PLOEG, 1990).



Com o objetivo de prolongar o tempo de preservac¢ao do enxerto renal sem no
entanto alterar a fungdo e viabilidade do 6rgdo, estudos foram realizados
adicionando-se  diferentes substancias a solugao de perfusdo como, por exemplo,
oxigénio (PEGG et al., 1989), esterdides (BIGUZAS et al., 1990), eliminadores de
radicais livres (GREEN et al., 1986 e BIGUZAS; JABLONSKI; HOWDEN, 1990) e
bloqueadores de canal de calcio como a trifluoperazina (ANAISE et al., 1987),
verapamil (HERTLE; GARTHOFF, 1985) e diltiazem (BURKE et al., 1984 e PUIG et
al., 1991).

Recentemente, consideravel interesse tem sido demonstrado na funcgdo do
calcio como possivel mediador do dano celular irreversivel apés periodo de
isquemia. A injuria isquémica da membrana celular esta associada com o influxo de
calcio do compartimento extracelular para o compartimento intracelular e, como
consequéncia, com a ativagcdo do processo catabdlico calcio-dependente
(SHAPIRO et al., 1985 e HERTLE; GARTHOFF, 1985). A analise deste processo
tem sugerido que os bloqueadores de canal de calcio podem prevenir distlrbios
metabdlicos e promover a recuperagéo funcional e estrutural apds isquemia renal
(BLANK et al., 1984 e CHAGNAC et al., 1992).

Baseado nos dados anteriormente citados, este estudo foi proposto para
avaliar as alteragbes histologicas ocorridas em rins de ratos submetidos a perfusdo
com solugdo salina isotdnica, solugdo de Euro-Collins e solugdo de Euro-Collins
associada ao diltiazem, bloqueador de canal de calcio, em diferentes periodos de
preservagao. Outro ponto utilizado como justificativa para a realizacdo deste trabalho
foi a escassez de estudos similares, pois a grande maioria dos estudos relatados na
literatura utilizou parametros bioguimicos e histoldgicos para a avaliacdo funcional
do enxerto apds o implante do mesmo (LAKEY, 1978 e BITTARD et al., 1991),

sendo que no presente estudo foi realizada a avaliagcdo da preservacao “in vitro”.



1.1

OBJETIVO

O presente estudo tem como objetivo:
Analisar as alteracdes histoldgicas de rins de ratos perfundidos com solug&o
salina isotdnica, solugdo de Euro-Collins e solugido de Euro-Collins adicionada

de diltiazem e preservados sob hipotermia simples por 12, 24, 36 e 48 horas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

BELZER et al. (1967) estudaram a preservagao renal em caes utilizando a
perfuséo continua. Foram utilizados 12 cdes mestigos, adultos, de ambos 0s sexos,
divididos em dois grupos de seis cada. Os rins foram perfundidos com soluc&o salina
resfriada e colocados no circuito de perfusdo continua, a qual utilizava derivado do
plasma canino como solugao de perfusdo. No grupo A os rins permaneceram neste
circuito por periodo de 24 horas e no grupo B por 72 horas. Apés esses periodos o
rim foi reimplantado e nefrectomia contra-lateral foi realizada. A uréia foi dosada
diariamente por duas semanas, e, apds, semanalmente. A analise histolégica foi
realizada por meio de bidpsia a céu aberto dos rins nos dois grupos. O nivel de uréia
foi normal apds duas semanas em 7 dos 12 caes, e apds cinco semanas, em 10 dos
12 caes. O exame histologico demonstrou arquitetura renal normal em todos os
experimentos. Os autores concluiram que este método de perfusdo renal € seguro,
levando a danos celulares leves e reversiveis no rim reimplantado.

O estudo de COLLINS et al. (1969) teve como objetivo comparar a
preservacdo renal utilizando hipotermia simples e hipotermia combinada com
perfusao inicial com diferentes solugdes. Cinquenta e quatro caes foram submetidos
a nefrectomia e o rim foi resfriado por meio de resfriamento de superficie (série A) ou
de perfusdo com solugbes distintas (série B). As solugdes utilizadas apresentavam
concentracbes elevadas de potassio, magneésio, fosfato, sulfato e dglicose; e
diferenciavam entre si pela adicdo de procaina ou fenoxibenzamina. Apoés
resfriamento os rins foram mantidos por 16 a 30 horas em embalagem de
polipropileno preenchida de solugdo salina rodeada de gelo dentro de recipiente
térmico. A fungcao renal foi avaliada por meio de dosagens diarias de uréia e
creatinina. Os resultados mostraram que os rins podem ser preservados por até 12
horas somente com resfriamento de superficie, porém, se adicionada a esse
esquema perfusao com solugao resfriada, consegue-se estender este periodo para
30 horas. Esses resultados demonstraram que a perfusdo renal consegue obter a

preservagao do érgdo por um periodo mais prolongado.



ACQUATELLA et al. (1972) estudaram as alteragdes idnicas e histoldgicas
ocorridas épés perfusdo e preservacdo renal com diferentes solugbes. Dezenove
caes foram submetidos a nefrectomia bilateral, tendo os rins perfundidos com
solucdo a 4’ C e imersos na mesma solucdo por 48 horas. As solucdes utilizadas
foram: Ringer Lactato, Ringer Lactato hipertonico, solugdo de cloreto de potassio,
solugéo de sulfato de potassio, solugdo de Collins e Collins sem glicose (Collins-C1).
Foram avaliadas as trocas ibnicas e as alteragdes histoldgicas ocorridas apos 2
minutos da perfusédo (tempo 0), 6, 24 e 48 horas. As alteragdes histologicas mais
severas ocorreram com a utilizacdo de solugdo de Collins sem glicose, Ringer
Lactato e Ringer Lactato hipertdnico. Os autores concluiram que a solugdo que
produz menor alteragdo idnica e histolégica & a solugdo hiperosmotica, com niveis
elevados de glicose, potassio e sulfato, e baixa concentragdo de sodio e cloro.

GRENIER et al. (1973) realizaram estudo experimental comparando duas
solugbes eletroliticas para preservagao renal. Vinte e dois rins de caes foram
retirados e perfundidos por aproximadamente 5 minutos com solugio de Collins ou
com substituto do plasma (Perfudex®). No grupo 1, oito rins foram perfundidos com
solugdo de Collins e imersos nesta solucédo resfriada a 4’ C. No grupo 2, nove rins
foram perfundidos com Perfudex® e envoltos em compressas umidas nesta solucao
e mantidos a 4 C. No grupo 3, cinco rins foram perfundidos com Perfudex® e
imersos nesta solucéo resfriada a 4 C. Os rins foram armazenados por 24 horas
antes do reimplante. A fungdo renal foi avaliada por meio de medidas de
radioisotopos e analise histoldgica foi realizada apds 3 meses do reimplante. O
resultado das medidas de radioisdétopos mostrou que a maioria dos rins (6 dos 8)
preservados com solugdo de Collins teve boa recuperacao da funcdo. Ao contrario,
dos 14 rins perfundidos com Perfudex®, 9 ndo recuperaram a fungdo. Nao houve
diferenga significativa entre os grupos 2 e 3. As alteragdes histologicas observadas
nos rins transplantados foram graduadas como leves (edema intersticial e congestao
em poucos glomérulos), moderadas (células glomerulares com degeneracao
hidropica e grande quantidade de material proteinaceo nos tubulos renais) e severas
(fibrose intersticial com vacuolagdo nos tufos glomerulares e necrose celular nos

tubulos). Concluiu-se que a preservacgao satisfatoria dos rins foi obtida com solugéo



de Collins e que esta solugdo permite o armazenamento por periodo de 24 horas
sem decréscimo da fun¢éo ou alteragdo morfoldgica dos rins.

Visando avaliar a injuria renal relacionada a perfusdo, HILL et al. (1976)
estudaram trinta e quatro paciehtes que receberam rins de doador-cadaver. No
grupo |, sete rins foram preservados por meio de hipotermia simples apos perfusao
com solug¢ao de Collins ou Sacks. No grupo I, vinte e sete rins foram submetidos a
perfusao pulsatil com plasma crioprecipitado (21 rins) ou albumina (6 rins). No grupo
Controle foram utilizados dezoito rins de doadores vivo-relacionados. A avaliagao foi
realizada por meio de imunofluorescéncia, microscopia Optica e microscopia
eletronica. Os autores encontraram lesdes significativas somente no grupo Il, sendo
que as alteracgdes relacionadas a perfusdo foram morfologicamente idénticas as da
rejeicdo hiperaguda. Os autores concluiram que a perfusédo pulsatil esta associada a
injuria endotelial mecanica e sugerem que o termo ‘rejeicdo hiperaguda” seja
reservado para situagées em que a lesdo endotelial possa ser excluida por meio de
biépsia pré-implante e anticorpos citotoxicos do receptor possam ser encontrados.

HALASZ et al. (1976) estudaram preservacédo renal utilizando perfusao
simples e perfusao continua. Foram estudados quarenta rins de caes submetidos a
perfusao inicial com solugdo de Collins e Sacks e armazenados com gelo, e rins
submetidos a perfusdo continua utilizando maquina de perfusdo pulsatii (MOX
100®). O mesmo experimento foi realizado, porém submetendo os rins a isquemia
quente por periodo de vinte minutos. Em ambos os experimentos o tempo de
armazenamento foi de 48 horas. A avaliagdo foi realizada por meio de dosagem
sérica de creatinina e analise histolégica. Os resultados demonstraram que né&o
houve diferenca significativa entre o grupo com perfusido inicial e o grupo com
perfusao continua, sendo ambos os métodos efetivos para preservagao renal num
periodo de 48 horas. Entretanto, no grupo submetido a isquemia quente
sobreviveram somente 0s caes que receberam os rins preservados com perfusao
continua. Concluiu-se que a perfusédo continua, por ser método complexo e oneroso,
somente deve ser utilizada nos O0rgéos que foram submetidos a algum grau de
isquemia quente.

SABA et al. (1977) tiveram como objetivo do estudo identificar problemas

relacionados a perfusé&o e conservacao de rins de rato utilizados para transplante. A
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perfusdo renal foi realizada por meio de canula introduzida na aorta, utilizando
solucéo fisioldgica em um grupo de animais e solu¢do de Sacks em outro grupo. A
avaliacdo foi realizada por meio de estudo histolégico dos rins em diferentes
periodos: imediatamente apdés a perfusdo, 4 e 24 horas de conservagéo. A
microscopia Optica foi utilizada em todas as analises, sendo empregada a
microscopia eletrbnica somente nos casos em que houve necessidade de
informacado mais precisa das lesbGes previamente analisadas. Os resultados da
histologia demonstraram que a perfusdo com solugdo do tipo extracelular
(fisiolégica) acarreta danos estruturais mais evidentes que com a solugdo do tipo
intracelular (Sacks). Estes resultados demonstraram que a conservagao renal com
solugdo extracelular ndo deve ultrapassar 4-6 horas, entretanto, o uso de solugé&o
intracelular permite aumentar esse periodo para 24 horas.

O estudo de GARVIN et al. (1980) foi desenvolvido para examinar o efeito da
perfusdo renal intra-adrtica “in situ” em doadores com parada cardiaca. Doze caes
foram divididos em dois grupos - seis doadores e seis receptores. Nos caes
doadores foi realizada nefrectomia esquerda, perfusdo imediata do rim com solug&o
de Collins resfriada e reimplante deste rim no cao receptor (Grupo A). Imediatamente
apés parada cardiaca induzida, realizou-se perfusao do rim direito por meio de
canula intra-aértica previamente locada. Este rim foi reimplantado no mesmo céo
receptor (Grupo B). A avaliagdo da fungéo renal fez-se pelas medidas de volume
urinario e pelos clearances de creatinina, inulina e acido para-aminchipurico. Os
resultados ndao demonstraram diferencas significativas, exceto pelo clearance de
inulina que foi maior no grupo B. Neste mesmo experimento foi medida a
temperatura dos rins durante a perfusdo intra-adrtica, por meio de termometro
colocado no parénquima renal. Os resultados mostraram que ha uma queda da
temperatura de 35 C para menos de 20° C em todos os casos. Os .autores
concluiram que a perfusao renal “in situ” produz resultados satisfatorios, tanto no
resfriamento rapido do parénquima renal como na fungao renal pés-reimplante.

BURKE et al. (1984) estudaram o efeito da infusdo intra-renal de
bloqueadores de canal de célcio pré e pds-isquemia renal. Vinte e seis ratos foram
divididos em quatro grupos: A) infus@o intra-renal de norepinefrina (NE) por 40

minutos, B) infus&o intra-renal de verapamil (V) por 30 minutos antes da NE (V+NE),
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C) infus&o intra-renal de V por 2 horas apos infusdo de NE (NE+V) e D) infus@o
intra-renal de nifedipina(N) por 2 horas apds infusdo de NE (NE+N). A
hemodinamica renal e a fungao excretora foram avaliadas no periodo de 1 hora
(fase inicial) e 24 horas (fase de manutengao) apos a infusdo intra-renal de NE. Os
resultados mostraram que houve protegdo do ritmo de filtracdo glomerular nos
grupos (V+NE), (NE+V) e (NE+N). A microscopia Optica e eletrbnica também
demonstraram protecdo morfologica de verapamil contra necrose tubular e injuria
celular. Esses resultados demonstraram que o0s bloqueadores de canal de calcio
exercem substancial protegcdo funcional, celular e morfoldégica contra a isquemia
renal experimental.

O objetivo do estudo de SHAPIRO et al. (1985) foi avaliar os efeitos de
verapamil na funcao renal apos isquemia quente e fria. Ratos Sprague-Dawley foram
submetidos a dois modelos distintos de isquemia renal. No primeiro modelo, 0s rins
foram expostos a 40 minutos de isquemia quente (37° C) no circuito de perfuséo
pulsatil, com adicdo de verapamil a solugdo. No segundo modelo, os rins foram
submetidos a perfuséo “in situ” com solucdo de Collins e preservados a 0° C por 8
horas. Neste modelo foram criados quatro grupos: no grupo 1 (controle) nao houve
adicdo de verapamil a perfusdo, no grupo 2 foi adicionado verapamil somente a
perfuséo “in situ”, no grupo 3 verapamil foi adicionado tanto & perfusao “in situ” como
a perfusdo pulsatil, e no grupo 4 houve adicao de verapamil somente a perfusao
pulsatil. Os resultados demonstraram que houve melhora do clearance de inulina e
na absorcdo total de sodio apds adicdo de verapamil, no primeiro modelo. No
segundo modelo, a adi¢gao de verapamil nos grupos 2 e 3 melhorou o indice de fluxo
urinario, clearance de inulina e absorgao total de sddio. Os autores concluiram que o
verapamil pode proteger o rim dos danos ocorridos durante a isquemia, e que iSSo
pode ser util na preservagao do enxerto renal.

LAMBERT et al. (1987) estudaram ratos submetidos a transplante renal,
examinando as alteragbes morfoldgicas dos glomérulos do enxerto renal ocorridas
apo6s um més do transplante. O rim esquerdo do animal doador foi submetido a
perfusdo “in situ”, por meio de canula intra-adrtica, e mantido em perfusio continua
por 24 (grupo 1) ou 30 horas (grupo 2) antes do transplante. Apds trinta dias, o rim
transplantado foi retirado e preparado para estudo histoldgico. A incidéncia e
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severidade das lesdes epiteliais foram avaliadas por microscopia optica. A maioria
das alteragdes patoldgicas foi encontrada nas células epiteliais viscerais (formagao
de microvilosidades, perda dos pododcitos, acumulo de inclusdao protéica e
degeneracdo, necrose e perda das células epiteliais da membrana capilar). Os
autores concluiram que o dano a célula epitelial glomerular aumenta a
permeabilidade capilar e prejudica a manutencdo da integridade da parede capilar,
levando a proteinuria e glomeruloescierose focal.

PUIG et al. (1991) realizaram estudo visando avaliar a utilidade de o diltiazem
reduzir a incidéncia de necrose tubular aguda (NTA) em enxerto renal de cadaver
preservado em solugdo de Euro-Collins. Foram estudados 150 enxertos renais,
divididos em dois grupos. No grupo B (50 rins) foi administrado diltiazem ao doador-
cadaver durante a cirurgia, adicionado a solugio de Euro-Collins durante a perfuséo,
e administrado ao receptor previamente e durante trés dias apds o transplante. No
grupo A nao houve a utilizagéo de diltiazem. A sobrevida do paciente foi de 96% em
3 anos no grupo A e de 100% no grupo B. A sobrevida do enxerto foi de 84,7% em 3
anos no grupo A e 90% no grupo B. A incidéncia de NTA foi de 31% no grupo A e de
16% no grupo B. Os autores relataram que o diltiazem aumenta o fluxo sanguineo
renal por meio da vasodilatagdo das arteriolas aferentes dos glomeérulos e
concluiram que a incidéncia de NTA pode ser diminuida pelo manejo adequado do
doador, hiperhidratacido do receptor e utilizagdo de diltiazem no doador, receptor e
na solucdo de perfusao renal.



3 MATERIAL E METODO
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3 MATERIAL E METODO

Este experimento consistiu, basicamente, em perfundir-se os rins de trés
grupos de ratos, cada um com uma solugao diferente (solugdo salina isotdnica, Euro-
Collins e Euro-Collins adicionado de diltiazem), procedendo-se em seguida a
nefrectomia bilateral e a preservacdo sob hipotermia dos o6rg&os retirados. Apos
determinados periodos de tempo (0, 12, 24, 36 e 48, horas) os rins assim
preservados foram submetidos & analise histopatoldégica e os resultados
comparados.

As normas técnicas, utilizadas neste trabalho, seguem as orientagbes
determinadas pela Associagdo Brasileira de Normas Técnicas e as normas da
Universidade Federal do Parana (1996).

3.1 CARACTERISTICAS DOS ANIMAIS

Foram utilizados 36 ratos Wistar Norvergicus albinus, obtidos no biotério da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR).

Os ratos foram mantidos em condigbes ambientais constantes com ciclo
dia/noite de 12 horas (8:00 — 20:00) e temperatura ambiente, durante o periodo
prévio ao experimento. Durante este periodo tiveram livre acesso a agua e ragéo
para ratos (NUVILAB-CR1, Nuvital, Curitiba).

Para a descricdo anatdmica dos ratos, foram observadas as orientagdes de
Waynforth (WAYNFORTH; FLECKNELL, 1992).

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO
Foram incluidos neste estudo ratos fémeas, com 20 semanas de idade, peso

variando de 150g a 300g, apresentando bom aspecto geral, ativos e sem evidéncia

de doenca a inspec¢éo.
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3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo os animais que apresentaram impossibilidade
técnica de realizagdo do procedimento cirdrgico, os que foram a obito durante a
inducdo anestésica ou durante o ato cirlirgico propriamente dito e agueles em que
ndo se obteve perfusdo homogénea de ambos os rins, ou seja, nao houve

clareamento da superficie dos 6rgdos de maneira simultanea e simétrica.
3.4 DIVISAO DOS GRUPQS DE ACORDO COM A SOLUCAO DE PERFUSAO

Os ratos foram divididos em 3 grupos, com 12 ratos cada um:

GRUPO A: perfusdo renal com solugZo salina isotdnica (SSI).

GRUPO B: perfusao renal com solugéo de Euro-Collins.

GRUPO C: perfusdo renal com solugdo de Euro-Collins adicionada de
diltiazem.

3.5 COMPOSICAO DAS SOLUCOES DE PERFUSAO EMPREGADAS
As composi¢des quimicas das solugdes utilizadas no grupo A (solugdo salina

istdnica) e no grupo B (solucdo de Euro-Collins) estdo relacionadas nas tabelas 1 e
2, respectivamente.

TABELA 1 - COMPOSICAO QUIMICA DA SOLUCAO SALINA ISOTONICA
Cloreto de sddio 9,0g

Agua destilada q.s.p. 1000m!
Heparina 5000 Ul
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TABELA 2 - COMPOSICAO QUIMICA DA SOLUCAO DE EURO-COLLINS

Fosfato de Potassio monobasico 2,05¢g
Fosfato de Potassio bibasico 7,409
Cloreto de Potassio 1,129
Bicarbonato de Sédio 0,84g
Heparina ‘ 5000 UI
Glicose monoidratada 38,509
Agua destilada q.s.p. 1000m!

Fonte: Fresenius Laboratdrios Ltda.

A solucdo empregada nos ratos do grupo C foi composta pela solugao de
Euro-Collins adicionada de diltiazem (25mg/l).

3.6 TECNICA OPERATORIA

Os ratos foram submetidos & anestesia inalatoria com éter comercial. Apds
anestesiados, os ratos foram pesados (balanga marca Ohaus® Precision Standard
modelo TS-2KS). Em seguida foi realizada tricotomia ampla do abdémen e terco
inferior do térax, e os animais foram fixados em decubito dorsal. Para a laparotomia,
foi utilizada incisdo mediana xifopubica com abertura de todos os planos da parede
abdominal e exposicdo da cavidade abdominal. Apds a laparotomia foi realizada
dissec¢ao da aorta acima e abaixo dos vasos renais. A aorta foi isolada acima do
tronco celiaco, sendo reparada a este nivel utilizando-se fio de Seda 5-0. Foi
realizada ligadura da aorta logo acima da sua bifurcagdo para os vasos iliacos. A
ligadura da veia cava também foi realizada a este nivel (LAMBERT; CARROL;
HENRY et al., 1987). A aorta foi cateterizada (figura 1) utilizando-se cateter tipo
Abocath® n°24 introduzido logo acima da sua bifurcagdo (LEE, 1967). Apds
verificagdo do refluxo de sangue pelo cateter e, consequentemente, do
posicionamento correto do mesmo, o fluxo sanguineo renal foi interrompido por meio
do tracionamento do reparo adrtico superior. Imediatamente foi iniciada a perfuséo
renal utilizando-se a solugdo de acordo com o grupo a que pertencia o animal. A
temperatura das solugbes utilizadas foi sempre de 4C (WILLIAMS; PEET;



17

HAMSHERE, 1976 e BITTARD et al., 1991) e a pressdo de perfusdo foi de 100
cmH20 (ANDERSON; WYLLIE; WILLIAMS, 1973; TAKENAKA et al., 1980, e KEMP
et al., 1991) para todos os grupos (A, B e C). Durante a perfusdo foi observada a
mudanga de coloragao das algas intestinais e do parénquima renal. Essas alteragoes
foram utilizadas como critério de perfusao efetiva, sendo a mesma interrompida no
momento em que 0s rins encontravam-se de coloragcdo homogénea e decorridos no
minimo cinco minutos do inicio desta. Nos 3 grupos, o rim direito foi retirado com
gordura peri-renal para diferencia-lo do rim esquerdo. Apos nefrectomia bilateral, os

rins foram armazenados conforme o grupo a que pertenciam:

Grupo A:

Neste grupo, os rins foram imersos em embalagem plastica contendo 30ml de SSl a
4°C e esta colocada dentro de outra embalagem contendo 10ml de SS! e gelo
(HOWDEN et al., 1983). Apos a identificacdo da embalagem, a mesma foi
armazenada em recipiente térmico contendo gelo. Este método de armazenamento
foi utilizado nos demais grupos, alterando-se apenas a solu¢cdo na qual os érgéos

foram imersos.

Grupo B:

Neste grupo, ap6s nefrectomia os rins foram imersos em 30ml de solugéo de Euro-

Collins e armazenados conforme descrito anteriormente.

Grupo C:
Neste grupo, apds nefrectomia os rins foram imersos em 30ml de solugio de Euro-

Collins adicionada de diltiazem e armazenados conforme descrito anteriormente.
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FIGURA 1 - POSICAO DO CATETER NA AORTA PARA PERFUSAO RENAL

3.7 PERIODOS DE PRESERVACAO

Os rins foram preservados e fixados para analise histolégica em cinco
periodos diferentes: 0 (logo apds o término da perfuséo), 12, 24, 36 e 48 horas. A
escolha do periodo e do rim foi realizada mediante sorteio aleatdério. Os periodos de
12, 24, 36 e 48 horas foram identificados pelos algarismos |, Il, Il e IV,

respectivamente.
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3.8 ESTUDO HISTOLOGICO

Dos 72 rins utilizados neste experimento, 12 rins foram analisados do ponto de vista

histolégico no periodo 0 e 15 rins em cada um dos demais periodos (tabela 3).

TABELA 3 - NUMERO DE RINS UTILIZADOS EM CADA GRUPO POR PERIODO

Periodo/ grupo A B C Total
0 4 4 4 12

12h 5 5 5 15
24h 5 5 5 15
36h 5 5 5 15
48h 5 5 5 15
Total 24 24 24 72

A= rins perfundidos com solugao salina isotdnica
B
C

rins perfundidos com solugao de Euro-Collins

rins perfundidos com solugéo de Euro-Collins adicionada de diltiazem

Todas as etapas anatomo-patoldgicas dos experimentos foram realizadas de
forma sistematica e controlada, sendo sempre interpretadas pelos mesmos
observadores e em estudo duplo-cego. Apds sorteio aleatdrio, o rim foi seccionado
longitudinalmente no seu bordo anti-hilar para melhor fixagdo (figura 2), sendo
colocado em frascos individuais contendo formol a 10%, identificados por etiquetas
contendo codigos conhecidos somente pelo cirurgido.

Apds processamento histoldgico dos rins (BANCROFT; STEVENS, 1982)
utilizou-se a técnica de inclusdo seriada em parafina (BEESLEY; DANIEL, 1956) na
qual uma das metades do rim foi seccionada transversalmente em quatro partes e
incluidas de maneira sequencial (figura 3), para que a cértex e a medular renal
fossem observadas em todos os cortes histolégicos, de maneira similar e seriada. As
laminas foram confeccionadas com trés niveis de corte, com 5 micrometros de
intervalo entre eles, e coradas por hematoxilina e eosina (BANCROFT; STEVENS,
1982)
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FIGURA 2 - MANUSEIO DOS RINS PARA FIXACAO EM FORMOL A 10%

Cpd 30

FIGURA 3 - INCLUSAO DE FRAGMENTOS RENAIS SEGUNDO TECNICA
SERIADA (BEESLEY; DANIEL, 1956)

&2, D)L

As laminas foram avaliadas por dois patologistas, ambos sem conhecimento
prévio do significado dos codigos utilizados para identificar os rins. Numa primeira
etapa, um dos patologistas avaliou todas as laminas, criando parametros de
avaliacao das alteragdes histologicas observadas. Foi escolhido de maneira aleatoria
entre os doze cortes da lamina sempre o mesmo fragmento, em todas as |aminas,

para que o segmento renal avaliado fosse sempre o mesmo (figura 4).
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FIGURA 4 - FRAGMENTO RENAL SELECIONADO PARA ANALISE HISTOLOGICA
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Foram avaliadas duas estruturas renais: glomérulos e tubulos. Contou-se o
numero total de glomérulos e o numero de glomérulos lesados (figura 5). Os
glomérulos foram considerados normais quando as alcas capilares estavam abertas
e com paredes delgadas, e quando nao havia qualquer conteudo no interior da
capsula de Bowman (figura 6). Os glomeérulos foram considerados lesados quando
apresentavam contracdo do tufo glomerular com aproximagcdo das estruturas,
conteulido no interior da capsula de Bowman ou vacuolizacdo de células endoteliais
(figura 7). O grau de lesao glomerular foi classificado como: leve (até 25% de
glomérulos lesados), moderado (26% a 50% de glomérulos lesados), acentuado
(51% a 75% de glomérulos lesados) e severo (acima de 75% de glomérulos

lesados).
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FIGURA 5 - CONTAGEM DE GLOMERULOS
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Fotomicrografia de rim mostrando inimeros tubulos e cinco glomérulos (G) de aspecto microscépico habitual (HE
100x).

FIGURA 6 - GLOMERULO NORMAL

Fotomicrografia de rim mostrando dois glomérulos (G) com capilares e celularidade mesangial habituais (HE
400x).
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FIGURA 7 - GLOMERULO LESADO

" Fotomicrografia de rim mostrando glomérulo lesado onde se observa contragdo do tufo capilar (*),
desorganizag@o mesangial e contetdo eosinofilico amorfo (%) no interior da capsula de Bowman (HE 400x) .

A avaliagdo do dano tubular foi realizada segundo sua extensdo de
comprometimento do rim. Os tdbulos renais foram considerados normais quando
revestidos por camada unica de células cuboidais de citoplasma eosinofilico denso e
as luzes tubulares eram opticamente vazias (figura 8). Os tdbulos lesados
apresentavam vacuolizagdo citoplasmatica de graus variados (figura 9). Foram
utilizadas quatro categorias, conforme tabela 4 (figuras 10, 11 e 12). Apds a
avaliacdo geral do primeiro patologista, o segundo patologista avaliou os danos
glomerulares e tubulares aplicando a classificagdo mencionada. Os resultados da
avaliacdo dos patologistas foram comparados para avaliar o grau de concordancia.
Esta medida provou a reproducédo do método e a fidedignidade dos resultados entre
0s observadores.



FIGURA 8 - TUBULOS RENAIS NORMAIS
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Fotomicrografia de rim mostrando tubulos contornados proximais revestidos por células cuboidais sem alteragdes

e luzes opticamente vazias (*) (HE 400x).

FIGURA 9 - TUBULOS RENAIS LESADOS

& < .

A e
i) <

Fotomocrografia de rim mostrando tibulos com intensa vacuolizagéo citoplasméatica das
com descamacgao para o interior da luz (%) (HE 400x).

células de revestimento



25

TABELA 4 - GRADUACAO DO DANO TUBULAR

+  Somente uma ténue faixa cortical apresentava vacuolizag&o tubular.

++ Além do comprometimento cortical, alguns tubulos da medular também

estavam comprometidos.

+++ Regido cortical e medular comprometida, mas ainda apresentando algumas

areas preservadas.

++++ Vacuolizagdo difusa da cortical e da medular, sem qualquer area preservada.

FIGURA 10 - DEMONSTRACAO ESQUEMATICA DO DANO TUBULAR

Dano tubular + Dano tubular ++

Dana tubular +++ Dano tubular ++++
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FIGURA 11 - DANO TUBULAR GRAU s
vs ;

Fotomlcrograf a de rim exemphf cando o dano tubular grau + em que se observa vacuolizag&o celular nos tabulos
da regi&o subcapsular (*). Notam-se dois glomérulos preservados (G) ( HE 100x).

>4

FIGURA 12 DANO TUBULAR GRAU bt

Fotomucrografla de rim exemphfcando o dano tubular grau ++++ em que ha intensa e difusa vacuolizagéo
citoplasmatica das células tubulares (%). Notam-se diversos glomérulos lesados (G) (HE 100x).
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foram considerados 30 ratos, alocados de forma
aleatdria em 3 grupos (10 ratos em cada grupo) sendo utilizados os dois rins de cada
um deles. Desta forma, ao todo foram considerados 60 rins. As avaliacbes dos
resultados foram feitas em 4 periodos: 12 horas, 24 horas, 36 horas e 48 horas.

As variaveis consideradas neste estudo foram: peso dos ratos, tempo de
perfusdo, volume da solugdo de perfusao, total de glomérulos contados, percentual
de glomérulos lesados e dano tubular.

Para cada uma das variaveis: peso dos ratos, tempo de perfusdo e volume de
perfusdo, testou-se a hipotese nula de médias iguais para os trés grupos
considerados (A, B e C), versus a hipotese alternativa de que pelo menos um dos
grupos apresenta média diferente dos demais. Para tanto, adotou-se um modelo de
Analise de Variancia para um fator, testando-se, inicialmente, a hipotese nula de
homogeneidade das variancias nos trés grupos, versus a hipétese alternativa de que
pelo menos um dos grupos tem variancia diferente. Para isso, aplicou-se o teste de
Cochran. No caso de existir diferenga significativa entre os grupos, adotou-se o teste
“t de Student” para amostras independentes a fim de investigar estas diferencas,
considerando-se os grupos dois a dois.

Para a analise das variaveis: numero total de glomérulos, percentual de
glomérulos lesados e dano tubular, as comparagdes foram realizadas duas a duas.
Em funcdo da natureza dos dados (contagem e proporgdes) e do numero de
repeticbes em cada combinacdo de grupo e periodo, adotou-se o teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney para as comparages a serem consideradas. Para
investigagéo da associagao entre glomérulos lesados e dano tubular, estimou-se o
coeficiente de correlagdo de postos de Spearman para avaliagéo desta associagdo
(SIEGEL, 1981).

Em todos os testes o nivel de significancia adotado foi de 5%.



4 RESULTADOS
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4 RESULTADOS

Dos 36 ratos utilizados no experimento, 6 ratos foram utilizados para o
periodo O (4 rins em cada grupo: A, B e C). Em todos esses rins a analise histologica
demonstrou arquitetura renal normal, ou seja, todos os glomérulos estavam normais
e ndo havia dano tubular em nenhum dos rins dos grupos A, B e C no periodo 0.
Portanto, esses rins n&o fizeram parte da analise estatistica, porém, foram utilizados
como padrdo para o estudo histolégico dos demais periodos.

Nos trés grupos estudados ndo houve diferenga na coloracéo dos rins apos o
término da perfusdo. Todos os oOrgdos apresentaram coloragdo homogénea,

brancacenta, demonstrando perfusdo renal efetiva e simétrica (figura 13).

FIGURA 13 — COLORACAO DOS ORGAOS POS-PERFUSAQ




4.1 PESO CORPORAL, TEMPO DE PERFUSAO E VOLUME DE PERFUSAQO

TABELA 5 - AVALIACAO DA MEDIA E DESVIO PADRAO DO PESO EM GRAMAS,
DO TEMPO DE PERFUSAO EM MINUTOS E DO VOLUME DE
PERFUSAO EM MILILITROS DOS 30 RATOS ESTUDADOS

Variavel Média Desvio Padréo
Peso (Q) 238.83 20.2721
Tempo de perfus&o (min) 9.47 4.3050
Volume de perfusao (ml) 16.00 1.9476

TABELA 6 - AVALIACAO DA MEDIA, VALOR MINIMO, VALOR MAXIMO E DESVIO
PADRAO DO PESO, TEMPO DE PERFUSAO E VOLUME DE
PERFUSAO DOS 10 RATOS ESTUDADOS EM CADA UM DOS
GRUPOS DO EXPERIMENTO

GRUPO  VARIAVEL Média Valor Minimo Valor Desvio Padrao
Maximo

PESO 232.89 189 271 23.7974

A TEMPO 6.00 5 10 1.7638
VOLUME 15.90 15 20 1.7288
PESO 235.10 203 271 19.6381

B TEMPO 13.90 10 20 2.9981
VOLUME 15.90 13 20 2.2828
PESO 248.50 225 275 14.6154

C TEMPO 8.50 5 15 3.3747
VOLUME 16.20 15 20 1.9889

A: rins perfundidos com solu¢do salina isotonica.
B: rins perfundidos com solug&o de Euro-Collins.

C: rins perfundidos com solugéo de Euro-Collins adicionada de diltiazem.



4.1.1 Peso dos ratos

O resuitado do teste de homogeneidade de variancias indicou a néo rejei¢cao
da hipotese nula (p=0,3748). O resultado da andlise de variancia indicou a nao
rejeicdo da hipétese de igualdade das médias dos pesos (p=0,1786). Portanto, ndo
houve diferenca significativa do peso dos ratos entre os grupos A, B e C.

4.1.2 Volume de perfus@o

O resultado do teste de homogeneidade de variancias indicou a n&o rejeicéo
da hipotese nula (p=0,7197). O resultado da andlise de variancia indicou a n&o
rejeicdo da hipotese de igualdade das médias dos volumes (p=0,9288). Portanto,

n&o houve diferenca significativa do volume de perfusédo entre os grupos A, B e C.
4.1.3 Tempo de perfusao

O resultado do teste de homogeneidade de variancias indicou a n&o rejei¢cao
da hipotese nula (p=0,1723). O resultado da anélise de variancia indicou a rejei¢éo
da hipotese de igualdade das médias dos tempos (p=0,000003). Na comparagéo
entre os grupos A e B, o resultado do teste indicou a rejeicdo da hipotese de
igualdade de médias dos tempos (p=0,000001). Na comparagao entre os grupos A e
'C, o resultado do teste indicou a néo rejeigdo da hipotese de igualdade de médias
dos tempos (p=0,0666). Na comparacéo entre os grupos B e C, o resultado do teste
indicou a rejeicdo da hipbtese de igualdade de médias dos tempos (p=0,0014).
Portanto, ndo houve diferenga significativa do tempo de perfusdo entre os rins
perfundidos com SSI e com solugdo de Euro-Collins adicionada de diltiazem. Porém,
os rins perfundidos com solugdo de Euro-Collins tiveram um tempo de perfusado
maior que os rins perfundidos com SSI| e com solugéo de Euro-Collins adicionada de
diltiazem, sendo esta diferenca significativa.



4.2 TOTAL DE GLOMERULOS CONTADOS

TABELA 7 - VALORES DE p ENCONTRADOS NA COMPARAGCAO ESTATISTICA
DO NUMERO TOTAL DE GLOMERULOS CONTADOS ENTRE OS
GRUPOS A, B e C NOS PERIODOS ANALISADOS

PERIODO GRUPOS COMPARADOS VALOR DE p

12 AxB 0.1150
AxC 0.1666
BxC 0.9166

24 AXxB 0.0361 *
AxC : 0.0361 *
BxC 0.6015

36 AxB 0.0283 *
AxC 0.2506
BxC 0.6752

48 AxB 0.5284
AxC 0.0749
BxC 0.4620

* Comparagdes em gue houve a rejei¢cao da hipbtese nula no nivel de significancia de 5%.
A: rins perfundidos com solugao salina isotonica.
B: rins perfundidos com solugdo de Euro-Collins.

C: rins perfundidos com solugao de Euro-Collins adicionada de diltiazem.

Com relagdo aoc numero total de glomérulos contados, houve diferenga
significativa entre os grupos AxB e AXC no periodo de 24 horas e entre os grupos
AxB no periodo de 36 horas (p<0,05).
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TABELA 8 - VALORES DE p ENCONTRADOS NA COMPARACAO ESTATISTICA
DO NUMERO TOTAL DE GLOMERULOS CONTADOS ENTRE OS
PERIODOS 12, 24, 36 e 48 HORAS NOS GRUPOS ANALISADOS

GRUPO PERIODOS VALOR DE p
COMPARADOS
A 12 x 24 0.4578
12 x 36 0.0640
12 x 48 0.9161
24 x36 0.5896
24 x 48 0.7533
36 x 48 0.4633
B 12 x 24 0.9168
12 x 36 0.4647
12 x 48 0.0758
24 x 36 0.4020
24 x 48 0.2087
36 x 48 0.3443
c 12 x 24 0.6742
12 x 36 0.4005
12 x 48 0.5982
24 x 36 0.6733
24 x 48 0.9158
36 x 48 0.7526

A: rins perfundidos com solugao salina isotonica.
B: rins perfundidos com solugéo de Euro-Collins.

C: rins perfundidos com solugdo de Euro-Collins adicionada de diltiazem.

Nao houve diferenca significativa do numero total de glomérulos contados
entre os diferentes periodos em cada grupo (p<0,05).



TABELA 9 - VALOR MEDIO, VALOR MINIMO E VALOR MAXIMO DO NUMERO DE
GLOMERULOS CONTADOS NOS DIFERENTES GRUPOS E

PERIODOS
GRUPO PERIODO MEDIA VALOR MIN VALOR MAX
A | 90.40 87 ' 102
A I 85.80 66 98
A 1] 85.20 78 ' 98
A v 88.20 72 ‘ 97
B | 101.80 83 109
B I 108.20 94 126
B 1l 102.00 93 120
B \Y 93.40 82 103
C 1 102.20 87 114
C I 98.80 85 104
C I 95.60 75 111
o \Y; 98.60 95 104

Geral 95.85 66 126

A: rins perfundidos com solugéo salina isotonica.

B: rins perfundidos com solug¢&o de Euro-Collins.

C: rins perfundidos com solugao de Euro-Collins adicionada de diltiazem.
I: rins preservados por periodo de 12 horas.

II: rins preservados por periodo de 24 horas.

lI: rins preservados por periodo de 36 horas.

IV: rins preservados por periodo de 48 horas.



4.3 PERCENTUAL DE GLOMERULOS LESADOS

TABELA 10 - VALORES DE p ENCONTRADOS NA COMPARACAO ESTATISTICA
DO PERCENTUAL DE GLOMERULOS LESADOS ENTRE OS
GRUPOS A, B e C NOS PERIODOS ANALISADOS

PERIODO GRUPOS COMPARADOS VALOR DE p
12 AxB 0.0723
AxC 0.0947
BxC 0.4101
24 AxB 0.0088 *
AxC 0.0439 *
BxC 0.2448
36 AxB 0.0088 *
AxC 0.0723
BxC 0.5296
48 AxB 0.0088 *
AxC 0.3321
BxC 0.3458

* Comparagdes em que houve a rejeicao da hipétese nula no nivel de significancia de 5%.
A: rins perfundidos com solugdo salina isotdnica.
B: rins perfundidos com solu¢c&o de Euro-Collins.

C: rins perfundidos com solucéo de Euro-Collins adicionada de diltiazem.

Em relag@o ao percentual de glomérulos lesados em cada periodo, encontrou-
se diferenc¢a significativa entre os grupos AxB e AxC no periodo de 24 horas, entre
os grupos AxB no periodo de 36 horas e entre os grupos AxB no periodo de 48
horas (p<0,05).



TABELA 11 - VALORES DE p ENCONTRADOS NA COMPARAGAQ ESTATISTICA
DO PERCENTUAL DE GLOMERULOS LESADOS ENTRE OS
PERIODOS 12, 24, 36 ¢ 48 HORAS NOS GRUPOS ANALISADOS

GRUPO PERIODOS VALOR DE p
COMPARADOS

A 12 x 24 0.0088 *
12 x 36 0.0088 *
12 x 48 0.0088 *
24 x 36 0.3321
24 x 48 0.3321
36 x 48 0.9142

B 12 x 24 0.1732
12 x 36 0.0749
12 x 48 0.0465 *
24 x 36 0.6015
24 x 48 0.7540
36 x'48 0.9168

C 12 x 24 0.5205
12 x 36 0.0947
12 x 48 0.0232 *
24 x 36 0.1960
24 x 48 0.0439 *
36 x 48 0.4592

* Comparagdes em que houve a rejeicdo da hipdtese nula no nivel de significancia de 5%.
A: rins perfundidos com solugdo salina isotonica.
B: rins perfundidos com solugéo de Euro-Collins.

C: rins perfundidos com solugdo de Euro-Collins adicionada de diltiazem.

Em relagdo ao percentual de glomérulos lesados em cada grupo, houve
diferenca significativa entre os periodos 12x24, 12x36 e 12x48 horas no grupo A,
entre os periodos 12x48 horas no grupo B, e entre os periodos 12x48 e 24x48 horas
no grupo C (p<0,05).
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TABELA 12 - VALOR MEDIO, VALOR MINIMO E VALOR MAXIMO DO
PERCENTUAL DE GLOMERULOS LESADOS NOS DIFERENTES

GRUPQS E PERIODOS

GRUPO PERIODO MEDIA VALOR MINIMO VALOR MAXIMO
A [ 0.18 0.00 0.37
A I 0.85 0.73 1.00
A 1] 0.97 0.90 1.00
A v 0.96 0.90 1.00
B | 0.02 0.00 0.04
B I 0.16 0.02 0.64
B I 0.03 0.01 0.05
B Y 0.19 0.02 0.78
o [ 0.03 0.00 0.16
c 1 0.20 0.00 0.98
o 1l 0.36 0.00 1.00
c \Y; 0.52 0.02 1.00
Geral 0.37 0.00 1.00

A: rins perfundidos com solug&o salina isotbnica.

B: rins perfundidos com solugao de Euro-Collins.

C: rins perfundidos com solug&o de Euro-Collins adicionada de diltiazem.

l: rins preservados por periodo de 12 horas.
II: rins preservados por periodo de 24 horas.
II: rins preservados por periodo de 36 horas.

IV: rins preservados por periodo de 48 horas.



4.4 ASSOCIACAO ENTRE GLOMERULOS LESADOS E DANO TUBULAR

Para a investigacdo da associagao entre glomérulos lesados e dano tubular,
testou-se a hipotese nula de que ndo existe associacdo entre estas variaveis, contra
a hipodtese alternativa de que existe esta associagdo. O coeficiente de correlagdo de
Spearman estimado foi de 0,7523 e o resultado do teste indicou a rejeigdo da
hipétese nula no nivel de significancia de 5% (p < 0,0001). Desta forma, pode-se

perceber a existéncia de associacdo entre glomérulos lesados e dano tubular.

TABELA 13 - FRE_QUENCIAS OBSERVADAS NA COMPARACAO DO GRAU DE
LESAO GLOMERULAR E DO DANO TUBULAR

Glomérulos Dano Tubular
+ ++ +++ ++++ Total
Les&o leve 12 12 12 0 36
Lesé&o moderada 1 0 0 1 2
Lesdo acentuada 0 0 4 4 8
Lesédo severa 0 0 3 11 14

Total 13 12 19 16 60




5 DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

Com a utilizagdo cada vez maior de érgédos de doador-cadaver, a preservagio
renal tornou-se fator fundamental para a obteng&o da fungdo adequada do enxerto
ap6s o transplante. Nos ultimos anos, tentativas tém sido feitas para melhorar a
preservacao renal a partir de alteragbes na composicéo das solugbes empregadas
para perfusdo dos rins. Outro fator que tem sido alvo de sucessivos estudos € o
método que possa determinar a viabilidade do 6érgdo, mesmo antes do seu implante
no receptor.

A escolha do rato como animal experimental no presente estudo deveu-se a
facilidade na obtencdo e manuseio do referido animal, e considerando a literatura
que estabelece o rim isolado de rato como método exequivel e confiavel para a
avaliagdo da preservacdo de 6rgdos (NAKAMOTO et al., 1988 e BIGUZAS et al,,
1990).

A opcao pela utilizagdo do diltiazem neste trabalho foi baseada no mecanismo
de agao deste bloqueador de canal de calcio. O diltiazem aumenta o fluxo sanguineo
renal mediante vasodilatacdo direta das arteriolas aferentes do glomérulo. Também
impede a entrada de ions calcio para o espago intracelular, consequentemente,
interrompendo o ciclo vicioso iniciado pela isquemia, o0 qual leva ao dano celular.
Além disso, esta substancia aumenta o volume urinario e € natriurético, pela inibi¢ao
da reabsorcdo de sodio nos tubulos distais. Isto aumenta o indice de filtragdo
glomerular devido a maior perfuséo renal produzida pelo aumento do débito cardiaco
(BUCKLEY et al., 1990).

5.1 PESO DOS ANIMAIS, VOLUME E TEMPO DE PERFUSAO

Em relacdo ao peso dos ratos (p=0,1786) e ao volume de solugdo perfundido
(p=0,9288) em cada rato do experimento, os resultados demonstram que nao houve
diferenca significativa entre os trés grupos. Entretanto, os rins perfundidos com
solugao de Euro-Collins tiveram tempo de perfusdo maior do que os rins perfundidos

com SSI (p=0,000001) e do que os perfundidos com solugdo de Euro-Collins
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adicionada de diltiazem (p=0,0014). Porém, nao houve diferenga significativa no
tempo de perfusdo entre os rins perfundidos com SSI e os perfundidos com solugao
de Euro-Collins adicionada de diltiazem (p=0,0666). No estudo de IRIARTE et al.
(1981), houve diferenca no tempo de perfusdo inclusive entre os rins perfundidos
com a mesma solugdo (Solugdo de Collins e solugdo de Sacks-Kaufman). A
diferenca no tempo de perfusdo, encontrada no presente trabalho, pode ser devida
as diferentes composicoes das solugdes empregadas na perfuséo renal. Isto faz com
que determinada solucdo precise de tempo maior para perfundir um mesmo volume

de perfuséao.

5.2 ANATOMIA PATOLOGICA

A inclus&o do rim em parafina e a coloragdo de hematoxilina e eosina (HE)
foram utilizadas por se tratarem de métodos de rotina em qualquer laboratério de
anatomia patolégica. Além disso, este método seria faciimente aplicavel se houvesse
a intencdo de se extrapolar o experimento para situagdes do dia-a-dia do transplante
renal, como, por exemplo, avaliagdo da viabilidade dos orgaos. Optou-se pela
técnica de incluséo seriada do rim (BEESLEY; DANIEL, 1956) para que tanto a
regido cortical como a medular do érgdo fossem observadas em todos os cortes
histologicos. Este método garantiu a observacdo da maior superficie possivel do
orgao, para que nao houvesse o risco de se avaliar a mesma face de corte do rim
duas vezes.

Importante salientar que o experimento foi baseado na avaliagdo das
alterages histolégicas ocorridas nos 6rgaos perfundidos com diferentes solugdes e
preservados por periodos de tempo distintos, ndo sendo realizado o reimplante dos
mesmos (preservagao “in vitro”). O estudo, portanto, deteve-se nas alteragdes
morfolégicas encontradas, decorrentes do processo de preservagao e viabilidade
dos rins, sem avaliar a resposta do hospedeiro.

A maior parte dos trabalhos relatados na literatura estuda as alteragbes
histoldgicas dos rins apds o implante dos mesmos nos receptores. PERLOFF et al.
(1973) estudaram os resultados de bidpsias realizadas uma hora apds o implante

dos rins. Concluiram que esse tipo de teste n&o é util para o progndstico funcional
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do enxerto, porém pode ser utilizado como parametro de comparagdo com achados
de bidpsias realizadas durante o periodo de seguimento do mesmo.

Como os o6rgaos perfundidos néao foram reimplantados no presente estudo, a
avaliacdo ficou restrita as alteragdes morfolégicas de glomérulos e tubulos, ja que
ndo havia reacéo vital. Quando os rins sao reimplantados e a avaliag&o histologica
feita apos o transplante, observam-se diversas alteragdes patoldgicas, entre elas a
reacao inflamatoria de diversos graus. Isto pode ser verificado no estudo de
KINCAID-SMITH et al. (1968), em que foram realizadas biopsias em 25 rins
imediatamente apds o implante (30 minutos), sendo comparados 0 numero de
células polimorfonucleares encontradas nos glomérulos com a incidéncia e a
severidade da rejeicdo. Os autores conciuiram que a infiltragao polimorfonuciear (4
ou mais células) no glomérulo, presente nos espécimes de biodpsias realizadas frinta
minutos apds revascularizacdo do enxerto, traduz um progndstico ruim para a
sobrevida prolongada do enxerto.

Nos 12 rins avaliados logo apds o término da perfusdo (periodo 0) no
presente trabalho, a analise histoldégica nao demonstrou glomérulos lesados € nem
dano tubular. Portanto, estes achados demonstraram que a passagem da soluc&o
de perfusao pelo interior dos vasos renais e a pressdo de perfusédo ndo causaram
alteragdo da arquitetura renal nos trés grupos estudados. Com isso, estes rins foram
utilizados como parametros para os rins dos demais periodos analisados. Resultado
similar foi obtido por ACQUATELLA et al. (1972), sendo que a histologia dos rins
perfundidos com solugéo de Collins, de cloreto de potassio e de sulfato de potassio,
estava praticamente normal, exceto pela presenca de citoplasma levemente
edemaciado.

SABA et al. (1977) também encontraram minimo dano da estrutura renal em
ratos submetidos a perfuséo com solugao salina isotonica.

BREIMER et al. (1996) avaliaram rins de porcos submetidos a perfusao com
solucdo de Euro-Collins. Os rins foram perfundidos por quatro periodos de tempo
diferentes: 160, 123, 81 e 53 minutos, encontrando-se dano endotelial de grau
variado. As lesGes mais proeminentes foram encontradas nos rins perfundidos por

123 e 160 minutos, nos quais as células endoteliais encontravam-se separadas da



camada intima da arvore arterial. Alteracdes similares, em menor intensidade,
estavam presentes apés 53 e 81 minutos de perfuséo.

A contagem de glomérulos normais € lesados realizada de maneira
comparativa e com o intuito de avaliar a preservagdo renal & um método pouco
empregado na literatura. No presente estudo, foram contados, em média, 95.85
glomérulos em cada rim, com variagdo entre 66 e 126 glomérulos. Para se manter
uma média do numero de glomérulos contados, foi escolhido aleatoriamente o
mesmo corte histolégico, garantindo que a mesma area renal fosse avaliada em
todos os casos. Os resultados demonstraram diferenga estatisticamente significativa
do numero total de glomérulos contados entre os grupos SSI x Euro-Collins e SSI x
Euro-Collins adicionada de diltiazem no periodo de 24 horas e entre os grupos SSI x
Euro-Collins no periodo de 36 horas (p<0,05). Entretanto, ndo houve diferenga
significativa entre os diferentes periodos em cada grupo (p<0,05), confirmando que a
contagem de glomérulos foi similar nos grupos avaliados.

A avaliacdo da leséo glomerular € outro fator utilizado para analisar, do ponto
de vista histologico, as alteragbes ocorridas no enxerto apdés a perfusao e
preservacdo do mesmo. GRENIER et al. (1973) estudaram as alteragbes
morfolégicas em rins de cdes submetidos a perfusdo com solugzo de Collins ou com
substituto do plasma (Perfudex®) e preservados por vinte e quatro horas. Os autores
graduaram estas alteracbes como sendo leve, quando poucos glomérulos
apresentavam edema e congestao intersticial, moderada, quando os glomérulos
apresentavam degeneracao hidropica, e severa, quando havia vacuolizagéo do tufo
glomerular. Concluiram que a maioria das alteragdes severas foi encontrada nos rins
perfundidos com o substituto do plasma, e que as alteragdes leves foram
encontradas nos rins perfundidos com solu¢ao de Collins.

O estudo de IRIARTE et al. (1981) constou da anaélise histolégica de 64 rins
de caes divididos em dois grupos, sendo um grupo submetido a perfusao simples e
preservacao sob hipotermia e outro a perfusdo continua. Os autores utilizaram o
percentual de glomérulos e tubuios lesados para a avaliacdo dos resultados.
Concluiram que a perfusdo simples com solucéo de Collins ou Sacks-Kaufman levou
a um menor percentual de glomérulos e tubulos lesados do que & perfusdo continua

utilizando as mesmas solugdes.
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No presente estudo, avaliou-se a leséo glomerular ocorrida nos diferentes
grupos e periodos. Quando foram comparados os grupos, ndo houve diferenga
significativa no percentual de glomérulos lesados entre os grupos A, B e C no
periodo de 12 horas, demonstrando que as trés diferentes solugcdes obtiveram
resultados semelhantes na preservacdo renal durante este periodo. Estes dados
estdo de acordo com o trabalho de FISHER et al. (1967), que demonstraram haver
minima lesdo glomerular nos rins perfundidos com solugdo de Ringer lactato e
preservados sob hipotermia simples por até 12 horas. Porém, os resultados
demonstraram existir diferenga significativa no percentual de giomérulos lesados
entre os grupos SSI x Euro-Collins nos periodos de 24, 36 e 48 horas e entre os
grupos SSI x Euro-Collins adicionada de diltiazem no periodo de 24 horas (p<0,05).
Estes dados mostram que a solu¢do de Euro-Collins, por se tratar de uma solugéo
intracelular, foi mais efetiva na prevengao da lesdo glomerular do que a SSI, que é
extracelular.

SABA et al. (1977) também obtiveram o mesmo resultado estudando a
preservacdo de rins de ratos. Os autores demonstraram que a solu¢cdo de Sacks
(intracelular) leva a um minimo dano glomerular quando comparada com a solu¢ao
fisioldgica (extracelular).

Em relacdo & comparagdo entre os grupos Euro-Collins x Euro-Collins
adicionada de diltiazem, ndo houve diferenga significativa no percentual de
glomérulos lesados em nenhum dos periodos analisados (p<0,05), demonstrando
que a adicdo de bloqueador de canal de calcio a solugdo de EuroCollins n&o foi
eficiente na prevencéo da lesao glomerular, no presente estudo.

A literatura é controversa em relagdo aos resultados obtidos pelos
bloqueadores de canal de calcio na preservacdo renal. BLANK et al. (1984),
avaliaram os efeitos da hipotermia e do verapamil em rins de ratos submetidos a
sessenta minutos de isquemia, demonstrando que a hipotermia isolada fornece a
melhor protegéo, e que o verapamil nao obteve efeitos protetores contra a isquemia
quente e fria. Esses resultados foram confirmados pelos achados da microscopia
eletronica.

NAKAMOTO et al. (1988) analisaram os efeitos do verapamil na preservagéo

renal apds vinte e quatro horas de perfus&o hipotérmica e compararam com a
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perfusdo simples utilizando solugéo de Euro-Collins. Os autores demonstraram que
o verapamil ndo somente aumentou a preservacao dos rins, como tambéem melhorou
a fungdo deles apds a reperfuséao.

O fato de nao ter sido encontrado, no presente estudo, diferenga no
percentual de lesao glomerular entre os grupos Euro-Collins x Euro-Collins
adicionada de diltiazem, pode ser explicado pelo dano renal causado pela
reperfusao tecidual. Lesées devido a isquemia/reperfusao tecidual tém sido descritas
no miocardio, cérebro, intestino, figado e rim (LITTLE et al., 1973). Além disso, a
reperfusdo tecidual pode provocar lesao celular quando da reoxigenagao tecidual.

A injuria celular decorrente da isquemia/reperfusao renal pode ser resultante
de uma série de eventos: deplecdo das reservas de ATP, formacao de radicais livres
derivados do oxigénio, acidose celular, aumento do influxo celular de ions caicio,
acao litica de algumas enzimas (proteases, fosfolipases) e apoptose celular. O
fendmeno isquémico/reperfusional envolve, também, a producdo de mediadores
inflamatorios, a ativagéo de células endoteliais e a ativagdo leucocitaria (RHODEN et
al., 1999).

Portanto, a ag&o protetora dos bioqueadores de canal de céicio pode se dar
quando do inicio da reperfuséo tecidual. ANAISE et al. (1987) utilizaram bloqueador
de canal de calcio (verapamil) durante a perfusao de rins de caes e submetidos a
reperfusdo, apos preservagao por 48 e 72 horas. Demonstraram que esta substancia
exerce efeito favoravel no fluxo sangiineo renal, diminuindo os danos causados pela
reperfusao tecidual.

Ainda com relagdo ao percentual de glomérulos lesados, o presente estudo
avaliou os diferentes periodos em cada grupo. Houve diferenca significativa no
grupo A quando comparados os periodos 12x24, 12x36 e 12x48 horas, mostrando
que a solugdo salina isotdnica ndo é eficiente na preservagéo renal por periodo
maior que doze horas.

Nos rins perfundidos com solugdo de Euro-Collins houve diferenca
significativa somente quando foram comparados os periodos 12x48 horas. N'o grupo
dos rins perfundidos com solugdo de Euro-Collins adicionada de diltiazem houve
diferenca entre os periodos 12x48 e 24x48 horas. Estes dados sugerem que a



46

solugao de EuroCollins, associada ou nao ao diltiazem, fornece protegdo contra o
dano glomerular por periodo de até trinta e seis horas.

O menor percentual de glomérulos lesados encontrados nos rins perfundidos
com solugd@o de Euro-Collins, no presente estudo, também pode ser explicado pelo
tempo de perfusao maior a que os rins deste grupo foram submetidos.

O dano tubular é outro fator importante observado nas alteragdes histoldgicas
ocorridas em rins preservados. DUNN et al. (1984) estudaram rins de cées
submetidos a perfusdo continua utilizando meio fluorocarbonado ao invés da
suspensao eritrocitaria. Foram realizadas bidpsias antes e apds 1, 3, 6, 12, 18 e 24
horas da colocacao do 6rgao no circuito de perfuséo. A estrutura tubular foi avaliada
com relagd@o ao grau de vacuolizagdo do citoplasma e a paténcia da luz tubular. Os
resultados demonstraram que o dano tubular foi menor nos rins em que se utilizou
meio fluorocarbonado na perfusao.

DAHLAGER et al. (1976) avaliaram a integridade da fungao da célula tubular
em rins preservados com solugdo de Collins ou com solugao de Sacks. Os autores
demonstraram que a solugdo de Collins foi superior na preservagao das celulas
tubulares.

No presente estudo foi realizada a avaliagdo do dano tubular, bem como a
associacao deste com o grau de lesédo glomerular. Os resultados obtidos mostraram
que quanto mais intenso o dano tubular maior o grau de lesdo glomerular, e vice-
versa. Desta maneira, onze dos quatorze rins que apresentaram lesao glomerular
severa tiveram dano tubular severo. Entretanto, nenhum dos rins que apresentaram
lesdo glomerular leve teve dano tubular severo. Resultado similar foi obtido por HILL
et al. (1976), que realizaram bidpsia renal uma hora apés o transplante e
observaram que os rins com maior grau de alteracao tubular se correlacionavam
com uma lesdo glomerular mais intensa, 0 que comprova a correlacdo direta
existente entre o grau de alteracio tubular e a lesao glomerular.

A contribuicdo deste trabalho no campo da preservacdo renal podera ser
ampliada no futuro com outras pesquisas, como, por exemplo, comparando-se novas
solugbes de perfusdo ou comparando-se os resultados obtidos com alteragbes

histoldgicas ocorridas nos 6rgéos apds o transplante dos mesmos.
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6 CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitiram as seguintes conclusoes:

1. A perfusdo com solugéo salina isotdnica é efetiva na preservagdo da
histologia renal por até 12 horas, verificando-se aumento do percentual
de glomérulos lesados nos periodos de 24, 36 e 48 horas.

2. A perfusdo com solugdo de Euro-Collins e a com Euro-Collins adicionada
de diltiazem sdo efetivas na preservacido da histologia renal por até 36
horas, verificando-se aumento do percentual de glomérulos lesados no

periodo de 48 horas.

3. A adicdo de diltiazem a solugao de Euro-Collins ndo diminui o percentual
de glomérulos lesados, em comparagdo a solugcédo de Euro-Collins
isolada, nos periodos de 12, 24, 36 e 48 horas.
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ANEXO

TABELA A1 - PESO EM GRAMAS DOS RATOS, TEMPO DE PERFUSAQO EM
MINUTOS E VOLUME DE PERFUSAO EM MILILITROS DO

GRUPO A
RATO PESO TEMPO VOLUME
1 253 5 15
2 235 5 15
3 189 5 15
4 210 8 18
5 222 5 20
6 271 5 15
7 246 10 15
8 217 7 15
9 248 5 16

-
o

237 5 15
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TABELA A2 - NUMERO TOTAL DE GLOMERULOS CONTADOS NOS RINS DO
GRUPO A

PERIODO NUMERO TOTAL DE GLOMERULOS
I 87
I 88
i 82
v 97
v 97
H 78
(1l 98
v 89
i 85
HI 83
102
1 87
I 88
n 98
! 66
] 84
v 86
v 72
Il 94
! 87

RATO

5
3

W O© 0 0 ~N N O B G O B BwWww NN =2 -

—
o
<X < X < X < X <X <X <X <X <X < X

10
X — Rim direito

Y — Rim esquerdo



TABELA A3 - NUMERO DE GLOMERULOS LESADOS NOS RINS DO GRUPO A

RATO LADO PERIODO NUMERO DE GLOMERULOS
LESADOS

I 12
I 25
i 82
1\ 87
Vv 97
i 70
i 96
v 88
il 85
H 80
0
1 32
I 9
I 76
1l 66
1l 64
v 86
v 65
1l 69
I 87

O O 0 0 ~N N O O 0 0 b~ HWWNDN 2.

o
<X <X <X <X <X <X <X <X <X <X

10

X — Rim direito

Y — Rim esquerdo
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TABELA A4 - GRAU DE DANO TUBULAR NOS RINS DO GRUPO A

RATO LADO PERIODO DANO TUBULAR
1 X | +++
1 Y | +++
2 X 1] ++++
2 Y v +++
3 X v ++++
3 Y H ++H++
4 X | ++++
4 Y v ++++
5 X i ++++
5 Y m ++++
6 X I +
6 Y | +
7 X I +
7 Y ] . +++
8 X l ++4++
8 Y Il +++
9 X v +++
9 Y R\ +++
10 X i +++
10 Y il ++++

TABELA A5 - PESO EM GRAMAS DOS RATOS, TEMPO EM MINUTOS E VOLUME
EM MILILITROS DE PERFUSAO DO GRUPO B

RATO PESO TEMPO VOLUME
11 250 15 20
12 226 10 20
13 231 12 15
14 271 10 15
15 244 15 13
16 203 20 15
17 234 15 15
18 222 15 16
19 218 16 15

20 252 12 15
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TABELA A6 - NUMERO TOTAL DE GLOMERULOS CONTADOS NOS RINS DO

GRUPO B
RATO LADO PERIODO NUMERO TOTAL DE GLOMERULOS
1 X [ 104
1 Y | 107
12 X f 94
12 Y I 109
13 X I 106
13 Y I 101
14 X f 126
14 Y I 124
15 X | 83
15 Y i 103
16 X Hi 100
16 Y Il 94
17 X M 120
17 Y v 82
18 X )\ 100
18 Y m 93
19 X \Y 86
19 Y )\ 103
20 X il 96
20 Y 1\ 96
X - Rim direito

Y - Rim esquerdo



TABELA A7 - NUMERO DE GLOMERULOS LESADOS NOS RINS DO GRUPO B

RATO LADO PERIODO NUMERO DE GLOMERULOS
LESADOS

11 X [ 4
11 Y | 2
12 X n 60
12 Y | 2
13 X | 0
13 Y I 4
14 X Il 2
14 Y f 2
15 X | 0
15 Y H 4
16 X Il 4
16 Y Il 1

17 X If 6
17 Y 1\ 2
18 X \Y 3
18 Y 1] 3
19 X \Y 2
19 Y )\ 1
20 X I 11
20 Y 1\ 75

X — Rim direito

Y — Rim esquerdo
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RATO

5
o

PERIODO

DANO TUBULAR

11
11
12
12
13
13
14
14
15
15
16
16
17
17
18
18
19
19
20
20

< X < X < X < X < X <X X < X < X < X < X

+

+

+++

++

++

++

++

++

++

++

+++

+++

+++

+++

+++

+4+++

X — Rim direito

Y — Rim esquerdo
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TABELA A9 - PESO EM GRAMAS DOS RATOS, TEMPO EM MINUTOS E VOLUME
EM MILILITROS DE PERFUSAO DO GRUPO C

RATO PESO TEMPO VOLUME
21 275 10 20
22 242 10 19
23 261 10 15
24 236 10 15
25 225 15 15
26 255 10 18
27 237 5 15
28 260 5 15
29 246 5 15
30 248 5 15

TABELA A10 - NUMERO TOTAL DE GLOMERULOS CONTADOS NOS RINS DO

GRUPO C
RATO LADO PERIODO NUMERO TOTAL DE GLOMERULOS
21 X | 100
21 Y I 114
22 X ! 114
22 Y | 87
23 X ! 104
23 Y | 96
24 X Il 95
24 Y Il 98
25 X 11 97
25 Y i 111
26 X I 100
26 Y i 95
27 X i 97
27 Y H 100
28 X [\ 95
28 Y 1 75
29 X v 96
29 Y v 104
30 X v 98
30 Y \Y 100
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TABELA A11 - NUMERO DE GLOMERULOS LESADOS NOS RINS DO GRUPO C

RATO LADO PERIODO NUMERO DE GLOMERULOS
LESADOS

21 X l 0
21 Y | 18
22 X | 0
22 Y | 0
23 X I 2
23 Y | 0
24 X il 0
24 Y I 0
25 X I 0
25 Y 1] 4
26 X I 98
26 Y Hi 95
27 X Il 0
27 Y I

28 X v 49
28 Y I 55
29 X \Y) 96
29 Y v 104
30 X v 8
30 Y v 2

X — Rim direito

Y — Rim esquerdo



TABELA A12 - GRAU DE DANO TUBULAR DOS RINS DO GRUPO C

RATO

b
o

PERIODO

DANO TUBULAR

21
21
22
22
23
23
24
24
25
25
26
26
27
27
28
28
29
29
30
30

< X < X < X < X < X < X < X < X < X < X

+

++

-+

++

+++

++

++

+++

++++

+4+4++

+++

+++

++4++

+4+++

++++

++++

++

+++

X — Rim direito

Y — Rim esquerdo
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