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RESUMO

Introdugao — Os dadores de coragio parado podem
reduzir a caréncia crénica de érgaos para transplante, no
entanto, os 6rgaos provenientes destes dadores estao sujei-
tos a lesao de isquémia/reperfusao mais intensa, o que vai
condicionar os resultados imediatos e a distancia do trans-
plante. Demonstrimos recentemente, num modelo de
isquémia/reperfusdo no rato, o efeito protector da eritro-
poietina (EPO). O objectivo deste trabalho foi avaliar, num
modelo animal de transplantagdo renal com rins colhidos
em paragem circulatéria, o efeito sobre o enxerto e o recep-
tor da administracdo de eritropoeitina no dador.

Material e Métodos — Num modelo animal (porco)
simuldmos as condigoes de colheita renal em paragem car-
diaca. Apds paragem cardiaca os rins foram submetidos a 30
min de isquémia quente sendo posteriormente colhidos e
preservados com Celsior® a 4°C durante 24 horas sendo
depois transplantados utilizando um modelo de alo-trans-
planta¢do renal heterotépica. A um grupo de dadores foi
administrado, 30 min antes da paragem cardiaca, 1000
Ul/kg/ev de EPO. Colheita de sangue e urina para andlise
bioquimica e de tecido renal para avaliagao histoldgica.
Andlise dos dados pelo software Graph Pad Prism Statisti-
cal Package (versdo 3.0). p<0,05 foi considerado estatisti-
camente significativo.

Resultados — A transplantagao de rins colhidos em para-
gem cardfaca resultou num aumento nos niveis de creati-
nina, N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG), glutatido-S-
transferase (GST), AST, LDH, ALT, frac¢ao de excrecao de
Nat, interleucina 1 e 6, niveis de malonildialdeido (MDA)
e actividade da mieloperoxidase (MPO), redugao significa-
tiva do débito urindrio e do clearence da creatinina e ainda
alteragoes histoldgicas (p<0,05). A administrago de EPO,
30 min antes da isquémia, reduziu signiﬁcativamente as
alteracbes bioquimicas e histolégicas resultantes da disfun-
¢ao glomerular e lesao tubular. A EPO também reduziu a
leso sistémica, a resposta inflamatéria e o stress oxidativo
(p<0,05).

Conclusoes — Este estudo demonstrou pela 12 vez que o
pré-tratamento do dador com uma dose tinica de EPO pro-
voca uma redugao significativa da disfungio e lesao renal e
sistémicas associadas a transplanta¢do de rins colhidos em
paragem cardiaca

PALAVRAS-CHAVE: Dadores em paragem cardfaca,
Transplantagao Renal, Lesao de Isquémia-Reperfusao, Eri-
tropoietina.

ABSTRACT

Introduction — Donation after cardiac death offers an
interesting alternative to reduce organ shortage. Neverthe-
less these organs are subjected to a greater ischemia-reper-
fusion injury which impairs immediate and long term
transplant results. We have recently demonstrated an
important renal protective effect of erythropoietin (EPO),
in a rat ischemia-reperfusion model.

Material and Methods — In a pig model we simulated
the conditions of donation after cardiac death (DCD) fol-
lowed by kidney transplant. Cardiac arrest was induced and
the kidneys extracted after 30 minutes of warm ischemia,
then preserved with Celsior™ at 4°C. Twenty four hours
later they were transplanted using a heterotopic technique.
In the pre-treated group, 1000 units of EPO/kg were admi-
nistered 30 minutes before cardiac death. At the end of the
experiment, blood, urine and renal tissue samples were col-
lected for analysis. Graph Pad Prism Statistical Package
(version 3.0) was used for statistical analysis and p<0,05
considered statistically significant.

Results — Transplantation of DCD kidneys resulted in
elevation of serum levels of creatinine, N-acetil-B-D-
glucosaminidase (NAG), glutathione-S-transferase (GST),
AST, LDH, ALT, sodium excretion fraction, interleukin 1
and 6, malondialdehyde (MDA) and myeloperoxidase acti-
vity (MPO). There was also a significant reduction in uri-
nary flow and creatinine clearance (p<0,05). Histological
evaluation demonstrated architectural damage and necro-
sis. EPO administration 30 minutes before ischemia redu-
ced significantly the biochemical and histological changes
from glomerular dysfunction and tubular lesion. It also
diminished systemic injury, inflammatory response and
oxidative stress (p<0,05).

Conclusion: Our study demonstrated that donor pre-
treatment with a single dose of EPO induces a considera-
ble reduction in kidney dysfunction and systemic injury
associated with renal transplantation from DCD donors.

KEYWORDS: Donation after cardiac death, Erythro-
poietin, Renal Transplant, Ischemia-Reperfusion Injury
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INTRODUCAO

A transplantagao ¢ a melhor e por vezes a tnica tera-
péutica para a faléncia terminal de 6rgaos. Enquanto
o nimero de candidatos aumenta de uma forma sus-
tentada, o nimero de dadores permanece sensivel-
mente constante. Como resultado desta discrepancia,
actualmente, a maior limitagao para a transplantagao
reside na escassez de érgaos.

A colheita de érgaos em dadores com coragio
parado, ou seja naqueles que sofreram uma paragem
cardiaca irreversivel, pode reduzir significativamente
esta critica caréncia de 6rgaos. No entanto, o tempo
de isquémia a que estes érgaos inevitavelmente estao
sujeitos condiciona os resultados imediatos e a distAn-
cia do transplante, contribuindo para a disfungio pre-
coce do enxerto, para o seu nao funcionamento ou
para a disfun¢ao crénica, pelo que a utilizagao dos
6rgaos destes dadores deve estar associada a estratégias
que visem minimizar estas consequéncias.

Recentemente demonstrou-se que a eritropoietina
(EPO), para além do seu bem conhecido efeito eritro-
poiético, exerce um importante papel citoprotector e
anti-apoptético. Vdrios estudos 77 vivo, em modelos
animais de isquémia cerebral, medular e retiniana,
demonstraram o importante efeito neuroprotector da
EPO (-2, A descoberta por Westenfelder e colabora-
dores da existéncia do receptor da EPO no rim, parti-
cularmente nas células tubulares, mesangiais e nos glo-
mérulos, levou vdrios grupos a proporem para a EPO
um papel protector da lesao de isquémia reperfusao
renal. Desde 2003 vdrios trabalhos mostraram que o
tratamento com EPO pode proteger o rim contra este
tipo de lesdo @), De facto, em modelos animais de
isquémia reperfusdo renal a EPO parece inibir a morte
celular por apoptose, favorece a regeneragao do epité-
lio tubular e promove a recuperagao funcional do rim.
Quando administrada em pré-tratamento e em doses
elevadas preserva a fungao tubular e reduz o stress oxi-
dativo %, Num trabalho recentemente publicado, o
nosso grupo demonstrou também o efeito protector
da EPO num modelo animal (rato) de lesao de isqué-

mia reperfusio hepética(S).

O objectivo deste trabalho foi avaliar, num modelo
animal de transplantagio renal com rins colhidos em
paragem cardiaca, o efeito sobre o enxerto ¢ o receptor
da administragao de eritropoeitina no dador.

MATERIAL EMETODOS:
* Animais e protocolo experimental

Foram utilizados porcos Landrace, com peso com-
preendido entre 40 e 50 kg, os quais foram sujeitos a
um esquema de aclimatagio de duragao minima de
duas semanas — realizado a temperatura de 25°C e com
ciclos de luz de 14 horas didrias, tendo sido fornecida
aos animais alimentagao standard e dgua ad libitum até
as 24 horas anteriores 4 data da experiéncia, momento
a partir do qual se suspendeu a dieta e se manteve ape-
nas a dgua. Todos os animais foram manuseados em
concordancia com a Guidance in the Operation of the
Animals (Scientific Procedures) Act 1986, publicada
pelo Her Majesty’s Stationery Office, bem como com as
regulamentages da Comunidade Europeia (Jornal
Oficial da Comunidade Europeia L 358/1 de
18/12/1986).

Os animais foram divididos de forma aleatéria em
quatro grupos experimentais distintos: (1) Grupo
Valores de Referéncia (n=9), (2) Grupo Tx Controlo
(n=4), (3) Grupo 7x DPC (n=4), (4) Grupo EPO +
Ix DPC (n=4). No grupo de Valores de Referéncia, os
animais nio sofreram qualquer tipo de procedimento
cirdrgico. No grupo de 7x Controlo, os porcos foram
sujeitos a transplantacao renal convencional com rins
preservados a 4°C durante 24 horas. No grupo de 7x
DPC (Dadores em Paragem Cardiaca), os porcos
foram sujeitos a transplantagao renal com rins colhidos
apds 30 minutos de paragem cardiaca e preservados a
4°C durante 24 horas. No grupo EPO + Tx DPC o
transplante renal realizou-se com rins colhidos apés 30
minutos de paragem cardiaca e preservados a 4°
durante 24 horas. Neste dltimo grupo administrou-
se a0 dador, 30 minutos antes da paragem cardiaca,

EPO na dose de 1000UI/kg ev. (Fig. 1)
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Fig. 1 — Protocolo Experimental

* Procedimentos ciriirgicos

Os animais incluidos neste estudo foram submeti-
dos a anestesia geral. A indugao anestésica foi realizada
com ketamina e xylazina e a anestesia geral mantida,
apés entubac¢ao traqueal, com isoflurano numa mis-
tura de ar/oxigénio de (2/1), para que todos os proce-
dimentos cirdrgicos fossem desenvolvidos sob total
relaxamento muscular e auséncia de sensibilidade. Os
porcos anestesiados foram colocados numa marquesa
cirtrgica. A temperatura corporal foi mantida a 37 +
0.5°C e controlada através de sonda rectal. Foram
canuladas duas veias do dorso da orelha para adminis-
tragao de soros e/ou fdrmacos. A pressao arterial e a fre-
quéncia cardfaca foram monitorizadas durante toda a
experiéncia e registadas a intervalos de 15 minutos. O
preenchimento vascular realizou-se com Lactato de
Ringer e soro fisiolégico. Administrou-se ainda, a todos
os animais, dopamina numa dose de 10 ng/kg/min.

— Colheita renal

Ap6s laparotomia mediana para exposi¢io da cavi-
dade abdominal, procedeu-se a exposi¢ao cuidadosa
dos érgaos abdominais. A aorta imediatamente abaixo
do diafragma, a aorta terminal e a veia cava inferior
foram identificadas, isoladas e referenciadas. Apds
administragao sistémica de 10.000 UI de heparina
inseriu-se uma canula na aorta terminal e induziu-se a
paragem cardfaca através da administragao de uma
dose letal de pentobarbital de sédio e procedeu-se a
clampagem da aorta imediatamente abaixo do dia-
fragma de forma a garantir de forma a assegurar um
periodo de isquémia quente constante para todos os
animais. Apds 30 minutos de paragem cardfaca ini-
ciou-se a perfusao dos 6rgaos abdominais, através da
canula adrtica, com 4 litros de Lactato de Ringer a
40C. A drenagem do efluente efectuou-se para a cavi-
dade peritoneal através de incisao na veia cava inferior.
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Para melhor arrefecimento corporal preencheu-se a
cavidade peritoneal com gelo. No final da perfusio os
rins foram cuidadosamente isolados e o hilo e o ure-
tero expostos. A artéria renal foi colhida com patch
adrtico e a veia renal seccionada junto a sua inser¢ao na
veia cava. Em seguida os rins foram perfundidos, cada
um, com 2 litro de solugao de preservagio de érgaos
(Celsior) e preservados no frio, a 4° C, durante 24
horas.

— Transplante renal

O modelo experimental utilizado foi o de alotrans-
plantagio renal heterotépica. Apés laparotomia
mediana a aorta terminal e a veia cava infra-renal
foram identificadas, isoladas e referenciadas. Depois
do isolamento do rim e da laqueagao da artéria e veias
renais, realizou-se nefrectomia bilateral. Restabelecida
a estabilidade hemodinimica iniciou-se o transplante
renal heterotépico do rim colhido no dia anterior (pre-
servado com Celsior a 4°C durante 24 horas) utili-
zando uma técnica convencional. Foram aplicados
clamps vasculares na aorta e na veia cava inferior pro-
cedendo-se de seguida a anastomoses termino-laterais
com Prolene 5/0 entre a veia renal e a veia cava infe-
rior e entre a artéria renal e a aorta.

Este procedimento demorou 20 + 4 minutos.
Depois da desclampagem e da revisao da hemostase, o
uretero foi canulado e a urina colectada. Apés 4 horas
de reperfusao o enxerto foi removido e colhidos frag-
mentos para conservagao em azoto liquido e formol.
No final de cada protocolo experimental foram colhi-
dos cerca de 15 ml de sangue venoso por pungio da
veia cava para tubos adequados e os animais foram
sacrificados recorrendo a uma sobredosagem de pen-
tobarbital de sédio.

* Materiais

A EPO (Epoetina beta) foi cedida pela Roche (Sin-
tra, Portugal). O Celsior foi cedido pela Genzime
(Oeciras, Portugal). Para veiculo de administra¢ao
endovenosa e para preparagao de todas as solugdes uti-
lizou-se soro fisiolégico apirogénico (0.9% NaCl; B.
Braun Medical Lda., Queluz, Portugal). O Pentobar-

bital de sédio (Eutasil) foi adquirido a Sanofi Veteri-
ndria (Algés, Portugal). Desde que nao haja qualquer
referéncia em contrdrio, todos os outros compostos
foram adquiridos a Sigma-Aldrich S.A. (Sintra, Por-
tugal).

* Andlise bioquimica dos marcadores de disfuncio e
lesdo renal

Apés livre retracgao do codgulo, centrifugaram-se as
amostras (3000 rpm, 10 minutos, 25°C), o soro
obtido por separagao do codgulo foi dividido em ali-
quotas de amostragem para andlise e consequente
caracterizagao bioquimica da disfungio e lesao renais.
A urina colectada foi quantificada e colheu-se igual-
mente amostras para andlise. Para calcular a frac¢ao de
excrecao de Na* (FeNa*) utilizou-se a férmula Na* uri-
ndrio x creatinina plasmdtica / Na* plasmdtico x crea-
tinina urindria x 100. Para calcular a clearance da crea-
tinina (CICr) utilizou-se a férmula creatinina urindria
x volume urindrio / creatinina plasmdtica x 240 minu-
tos. As amostras de soro foram enviadas para um labo-
ratério de andlises clinicas certificado e qualificado—
Laboratério de Quimica Clinica do Hospital de Santa
Maria. Para avalia¢ao da disfung¢ao e/ou lesao renal
quantificaram-se os niveis séricos de ureia (indicador
da funcao excretora), creatinina (indicador da taxa de
filtragdo glomerular), aspartato aminotransferase
(AST) e gamma-glutamil transferase (y-GT) enzimas
localizados no tdbulo contornado préximal, como
marcadores de lesao tubular, desidrogenase ldctica
(LDH, marcador nio especifico de lesao celular).
Determinaram-se ainda os niveis séricos de glicose,
s6dio, potdssio, cloro, cdlcio, fésforo e proteinas totais.
Para avalia¢ao da resposta inflamatdria procedeu-se ao
doseamento da interleucina 13 (ILlﬁ), da interleucina
6 (ILg) e do Factor de Necrose Tumoral oo (TNF-a).

Na urina determinou-se a concentragao de Na*, o
que em conjunto com a concentragio plasmdtica de
Na* e utilizando a férmula standard, serviu para cal-
cular a fraccao de excrecio de Na* (FeNa*) utilizada
como indicador da fun¢io tubular. A concentragio de
creatinina na urina foi quantificada, o que em con-
junto com a concentragao sérica de creatinina e utili-
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zando a férmula standard serviu para calcular a clea-
rance da creatinina (CICr), que constitui um indicador
da func¢io glomerular. Determinou-se ainda a activi-
dade da N-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAG) e da
glutatiao-S-transferase (GST) marcadores muito sen-
siveis da lesdo tubular. Os niveis de ureia, potdssio,
cloro, glicose e proteinas na urina também foram
quantificados.

* Determinagio da actividade da mieloperoxidase (MPO)

A actividade da mieloperoxidase (MPO) foi utili-
zada como indicadora da infiltragio por polimorfo-
nucleares (PMN) e determinada de acordo com um
método previamente descrito®. No final da experién-
cia, o tecido renal foi pesado e homogeneizado numa
solugdo contendo 0,5% (peso/volume) de brometo de
hexadeciltrimetilaménio dissolvido em 10mmol/L de
tampao de fosfato de potdssio (pH 7,4) e centrifugado
durante 30 minutos a 20.000 g a 4°C.

Removeu-se uma aliquota do sobrenadante e adi-
cionou-se uma mistura de reagente contendo 1,6
mmol/L de tetrametilbenzidina e 0,1 mmol/L de perd-
xido de hidrogénio (H,0,). A taxa de mudanga de
absorvincia foi medida por espectrofotometria a
650nm.

A actividade da MPO foi definida como a quanti-
dade enzima necessdria para degradar Immol de H,0O,
a 37°C e foi expressa em mU/100mg de tecido.

* Determinagio dos niveis de malonildialdeido (MDA)

Os niveis de malonildialdeido (MDA) foram utili-
zados como indicador da peroxidagio lipidica e deter-
minados de acordo com um método previamente des-
crito”). O tecido renal colhido foi pesado e homoge-
neizado numa solugio de KCl a 1,15% (peso/volume).
Removeu-se uma aliquota de 100 mL que se adicio-
nou a uma mistura contendo 200 mL de lauril sulfato
a 8,1% (peso/volume), 1,5 mL de 4cido acético (pH
3,5) a 20% (volume/volume), 1,5 mL de 4cido tio-
barbittrico a 0,8% (peso/volume) e 700 mL de dgua
destilada.

As amostras foram fervidas durante 1 hora a 95°C
e centrifugadas a 3000 ¢ durante 10 minutos. A absor-

vAncia do sobrenadante foi medida por espectrofoto-
metria a 650nm.

Os niveis de MDA foram expressos em mmol/L
MDA/100mg de tecido.

* Avaliacao histolégica

As amostras de rim colhidas no final da experiéncia
foram fixadas durante uma semana numa solugio de
formaldeido a 10% com tampao PBS. Foram manti-
das a temperatura ambiente, desidratas com etanol,
embebidas em Paraplast (Sherwood Medical, Mah-
wah, NJ, USA) e cortadas em fragmentos com 5 mm
de espessura. Os fragmentos foram desparafinados
com xilene e corados com hematoxilina — eosina. As

laminas foram observadas por microscopia éptica
(Dialux 22 Leitz).

* Tratamento estatistico

Para efeito de tratamento estatistico, os dados foram
apresentados na forma de média afectada do respec-
tivo erro padrio associado de 7 observagoes (média +
erro padrio), em que 7 corresponde ao niimero de ani-
mais ou amostras de sangue em estudo. No caso de
medi¢oes repetidas (parimetros hemodinimicos) foi
efectuada uma andlise de varidncia ANOVA de duas
entradas. Resultados, sem medicoes repetidas associa-
das, foram tratados através de uma andlise de varian-
cia ANOVA de uma entrada, seguida de um pds-teste
de Bonferroni para compara¢oes multiplas, utilizando
o software Graph Pad Prism Statistical Package (versao
3.0). As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas para um valor de p <0,05.

RESULTADOS

* Efeito da EPO nos pardmetros hemodindmicos

No grupo Tx DPC, verificou-se uma descida acen-
tuada da pressao arterial média (PAM) nos 30 minu-
tos iniciais da reperfusdo, perfodo a partir do qual a
PAM mostrou uma ligeira tendéncia de subida per-
manecendo depois relativamente estdvel ao longo da
experiéncia. Estes valores médios sao, no entanto, sig-
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nificativamente inferiores aos do grupo Tx Controlo
(p<0,05). Nio ocorreram diferencas estatisticamente
significativas da PAM e frequéncia cardiaca (dados nao
representados) entre o grupo pré-tratado com EPO e

o grupo Tx DPC (Fig. 2).

* Efeito da EPO na disfungdo e lesdo renal associada
a transplantagio de rins colbidos em paragem cir-
culatdria

A transplantagio com rins colhidos sem isquémia
quente (Tx controlo) resultou no aumento significa-
tivo da creatinina, demonstrando o desenvolvimento
de lesao glomerular. Nao ocorreram contudo, altera-
¢oes significativas nos marcadores de lesao tubular ou
sistémica.

A transplantagio com rins colhidos em paragem cir-
culatéria (Tx DPC) resultou no aumento muito mar-
cado dos niveis séricos de creatinina, AST, ALT, LDH,
fracgao de excregio de sédio, NAG, GST e proteint-
ria e numa diminui¢ao do débito urindrio, clearence
da creatinina, valores que correspondem ao desenvol-
vimento de disfun¢ao e lesao glomerular, tubular e sis-
témica (Figs. 3 a 12).

Nos porcos transplantados com rins colhidos em
paragem circulatdria, que receberam um pré-trata-
mento com EPO, nio foram detectados aumentos sig-
nificativos nos niveis séricos de creatinina, AST, fracgao

de excregdo de sédio, NAG, GST, proteindria, LDH,

ALT, valores que correspondem a existéncia de protec-
¢ao no desenvolvimento de disfuncio e lesao renal e
atenuagio da resposta inflamatdria (Figs. 3 a 12). A
subida de creatinina verificada no grupo em que se
transplantaram rins colhidos em paragem circulatéria
foi atenuada com a administragio de EPO (p< 0,01) —
Fig 3. A subida da frac¢io de excre¢io de sédio, da
NAG, da GST, da proteintiria e da AST verificada no
grupo de Tx com rins colhidos em paragem circulaté-
ria foi anulada pela administragdo de EPO (p< 0,01;
p<0,05; p<0,001 e p<0,01 respectivamente) — Figs. 6 a
10. A subida de LDH verificada no grupo de Tx com
rins colhidos em paragem circulatéria foi anulada com
a administragao de EPO (p<0,001) — Fig.11. Os valo-
res de ALT no grupo Tx DPC subiram significativa-
mente em relagdo ao grupo Referéncia (p < 0,001), ao
contrdrio do ocorrido no grupo Tx Controlo. A subida
de ALT verificada no grupo dos transplantes com rins
colhidos em paragem circulatdria foi anulada com a
administra¢ao de EPO (p < 0,001) — Fig.12

Nizo se observaram diferengas significativas nos
niveis séricos de ureia, glicémia, ionograma e hemo-
grama para qualquer um dos grupos experimentais
(resultados nao apresentados). No grupo a que foi
administrado EPO verificaram-se duas tromboses da
artéria renal que motivaram, reintervengao para remo-
¢ao do codgulo e restabelecimento do fluxo sanguineo.
Esta complicagao nio foi detectada para qualquer um
dos restantes grupos experimentais.

Fig. 2 — Pressao arterial média — Os valores representados
sao a média + erro padrao da média (SEM) para 7 animais
(Grupo Tx controlo 7 = 4; Grupo Tx DPC # = 4; Grupo
EPO Tx DPC 7 = 4)
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Fig. 3 — Niveis séricos de creatinina. (* vs Tx Controlo; + vs Tx DPC)

Fig. 4 — Clearence da creatinina. (* vs Tx Controlo; + vs Tx DPC)

Fig. 5 — Débito urindrio (* vs Tx Controlo; + vs Tx DPC)

Fig. 6 — Fraccao de excregao de sédio (* vs Tx Controlo; + vs Tx DPC)
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Fig. 7 — Niveis urindrios da N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) (* vs Tx Controlo; + vs Tx DPC)

Fig. 8 — Niveis urindrios da glutatiao-S-transferase (GST) (* vs Tx Controlo; + vs Tx DPC)

Fig. 9 — Niveis séricos de AST. (* vs Tx Controlo; + vs Tx DPC)

Fig. 10 — Proteintria (* vs Tx Controlo; + vs Tx DPC)
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Fig. 11 — Niveis séricos de LDH (* vs Tx Controlo; + vs Tx DPC)

Fig. 12 — Niveis séricos de ALT (* vs Tx Controlo; + vs Tx DPC)

Fig. 13 — Niveis séricos de IL; (* vs Tx Controlo; + vs Tx DPC)

Fig. 14 — Niveis séricos de ILg (* vs Tx Controlo; + vs Tx DPC)
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* Efeito da EPO na resposta inflamatdria associada
a transplantagio de rins colbidos em paragem cir-
culatdria
A transplanta¢ao com rins colhidos em paragem cir-

culatéria (Tx DPC) resultou no aumento muito mar-

cado dos mediadores inflamatérios IL;g IL; e TNFa., da
lipoperoxidagao (MDA) e da inﬁltra(_;ﬁc,) por polimorfo-

nucleares (MPO) no tecido renal. A forte subida de IL; B
e IL; verificada no grupo Tx DPC comparativamente ao
grupo de referéncia foi anulada com a administragao de
EPO (p<0,001) — Fig. 13 e 14. A EPO nao teve qualquer
efeito sobre os niveis de TNFou — Fig.15. O pré-trata-
mento com EPO reduziu significativamente os niveis de

MDA (p<0,0001) e MPO (p<0,05) Fig. 16 ¢ 17.

Fig. 15 — Niveis séricos de TNF a (* vs Tx Controlo; + vs Tx DPC)

Fig. 16 — Niveis tecidulares de MDA (* vs Tx Controlo; + vs Tx DPC)

Fig. 17 — Niveis tecidulares de MPO (* vs Tx Controlo; + vs Tx DPC)
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Fig. 18 — Histologia renal (H-E) x400: A — Grupo de Referéncia; B — Grupo Tx Controlo; C — Grupo Tx DPC; D —
Grupo EPO + Tx DPC; Nos fragmentos de rins transplantados apés colheita em paragem cardiaca verificou-se a existéncia
de picnose nuclear, cariorrexis (setas amarelas) e desorganizagao da arquitectura tubular (setas laranjas).

* Efeito da EPO nas alteragoes histoldgicas resultan-
tes da transplantagio de rins colhidos em paragem
circulatdria
A transplantagdo com rins colhidos em paragem cir-

culatéria (Tx DPC) resultou em alteragoes muito mar-

cadas nas células tubulares, com morte e descamacio
celular para o interior dos tibulos. O pré-tratamento
do dador reduziu consideravelmente estas alteragoes. De
facto neste grupo, assistiu-se a uma marcada redugao
das alteracoes nucleares, da descamacio celular e do
edema e infiltrado inflamatério intersticial o que ¢ indi-
cativo de menor inflamagio e morte celular — Fig.18.

DISCUSSAO:

Na transplantacio de orgaos, factores intervenientes
na doagao, preserva¢ao e colocagio do enxerto contri-
buem cumulativamente para a lesio isquémica do

6rgao. Os efeitos desta lesdo sao determinantes para o
resultado final da transplantagao contribuindo para a
disfungao aguda e crénica do enxerto, pelo que o con-
trole deste fenomeno inflamatério multifactorial ¢é
essencial para o sucesso da transplantagio.

Demonstrdmos recentemente que: a inibigao da
poli-ADP-ribose polimerase (PARP) ), o uso de
pequenas moléculas com elevada permeabilidade celu-
lar e elevado potencial antioxidante como o 4-hidroxi-
2,2,6,6-tetrametilpiperidina-/N-oxil (TEMPOL) 10) ¢
a inibi¢ao da activagio do NF-kB com ditiocarbama-
tos (DETC) 1V reduzem a lesao hepdtica associada 2
isquémia reperfusao (I/R) no rato.

Neste estudo demonstrimos, no nosso conheci-
mento pela primeira vez, que num modelo experi-
mental o pré-tratamento do dador com EPO reduz a
lesao glomerular, tubular e sistémica resultante da
transplantagao de rins colhidos em paragem circulaté-
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ria. Este resultado obteve-se com a administra¢o, no
dador, de uma dose dnica de 1000 Ul/kg de EPO 30
minutos antes da paragem circulatdria.

O pré-tratamento do dador com doses elevadas de
EPO diminuiu significativamente os niveis séricos de
creatinina, mantendo o débito urindrio e a clearance
da creatinina. Obteve-se ainda uma redugao significa-
tiva da actividade da NAG urindria, da frac¢iao de
excrecao de sédio, da proteinuria e dos niveis séricos de
AST, do GST, daILg e da ILg. Estes resultados apon-
tam para uma marcada redugio da disfungio e lesao
renais e da resposta inflamatdria.

Considerando o aumento nos niveis séricos de
LDH e sendo este um marcador de lesao celular ines-
pecifico de érgao, procedeu-se a determinagao de mar-
cadores bioquimicos de lesao/disfun¢ao noutro érgao
(ALT — como marcador de lesao hepdtica). Os resul-
tados obtidos apontam para uma marcada disfungao
hepdtica que provavelmente traduz as repercussoes sis-
témicas da lesao por I/R. A transplantagio de rins pré-
tratados com EPO parece ter minimizado a lesao sis-
témica j4 que neste grupo os niveis de ALT sao sobre-
poniveis aos valores de referéncia.

Analisando a ocorréncia de peroxidagio lipidica e
infiltragio por polimorfonucleares (avaliada pelos
niveis de MDA e MPO do tecido renal), o pré-trata-
mento com EPO reduziu os niveis de MDA e de
MPO nos rins transplantados provenientes de dadores
em paragem circulatdria, sugerindo que os efeitos
benéficos da EPO poderao estar relacionados com
uma diminui¢ao da lesio oxidativa.

A apoptose e a necrose tém sido propostas como os
mecanismos que produzem lesao celular em rins sub-

(12) ¢ qualquer um dos mecanismos

metidos a isquémia
pode ser o alvo das acgoes da EPO.

No que concerne 2 lesao por [-R do rim, alguns tra-
balhos t¢ém demonstrado que a apoptose, assim como
a necrose, estio associadas a morte celular no rim de
ratos submetidos a I-R 13 1% ¢ que a EPO exerce os
seus efeitos anti-apoptdticos por indugdo da protefna
bcl-2 no rim e por redugao da actividade da caspase-

3, tal como j4 foi observado em células microgliais pré-
tratadas com EPO (19,

Os mecanismos de protecgao propostos em mode-
los de I-R do rim, utilizando a mesma dose de EPO
(1000 Ul/kg) incluem a redugio no stress oxidativo®
e em experiéncias utilizando doses inferiores (300
Ul/kg) foi verificada a redugao da actividade da cas-
pase-3 410 e da morte celular por apoptose 9.

Doses mais elevadas (entre 3000-5000 Ul/kg)
demonstraram ter a capacidade de aumentar a expres-
sa0 do Bcl2 e HSP70, também reduzindo a apop-
tose!!”). Mais recentemente tem sido demonstrado
que, em culturas de células do tdbulo proximal huma-
nas, a EPO reduziu, de forma dependente da concen-
tragao, a morte celular e o aumento na actividade da
caspase-3 causada pela deple¢io do ATP (simulagao
de isquémia) ou perdxido de hidrogénio (stress oxida-
tivo) (10)

Os nossos resultados no modelo de Tx renal, com
rins colhidos em paragem circulatéria, apoiam a teo-
ria de que a EPO ¢ uma citocina com fungoes de pro-
tec¢ao tecidular e esta fungao parece ser constante para
todos os 6rgaos que expressem o receptor para a EPO.

A possibilidade de utilizacao de EPO para indugio
de tolerdncia a um fenémeno isquémico sugere que
este fdrmaco poderd apresentar vantagem clinica na
transplantagio de 6rgaos. Em primeiro lugar, a EPO ¢
um férmaco seguro na pritica clinica. Em segundo
lugar, a indugdo de tolerncia isquémica parece ser
relativamente rdpida apds a administragao dnica de
EPO. Em terceiro lugar, nao € necessdria a existéncia
de equipamento adicional ou especial para a indugao
de tolerincia no doente.

Contudo, a EPO parece aumentar significativa-
mente o risco de trombose. A administra¢ao crénica
(3x semana) a adultos jovens sauddveis de 500 Ul/kg
aumentou a reactividade plaquetdria, os niveis plas-
miticos de E-selectina e a activagdo endotelial '®. Ape-
sar deste efeito nao estar descrito para administragao
aguda, devemos destacar que no nosso estudo ocorre-
ram duas tromboses arteriais no grupo pré-tratado
com EPO. Na transplanta¢io renal vérios factores
podem contribuir para a trombose arterial, no entanto,
0 seu aparecimento apenas no grupo pré-tratado leva-
nos a suspeitar que a administra¢ao aguda de doses ele-
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vadas de EPO possa também ter tido um efeito pré-
coagulante.

CONCLUSAO

Este estudo demonstra pela 12 vez que o pré-trata-
mento do dador com uma dose tinica de EPO provo-

cou uma redugio significativa da disfunc¢ao e lesio
renais e sistémicas associadas a transplantagao de rins
colhidos em paragem circulatéria.

Serd necessdria a realizagao de mais ensaios quer
experimentais quer clinicos para avaliar as proprieda-
des terapéuticas da EPO na preven¢io de lesao por
I/R, nio apenas no rim, mas também na transplanta-
¢ao de outros érgaos sélidos.
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