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1. Abstract

The number of patients awaiting transplantation has outnumbered the number of available
kidneys. A discrepancy between demand and supply has motivated the exploration of other
kidney sources, such as expanded criteria donors and donation after cardiac death. Kidneys
from these donors are highly sensitive to ischemia-reperfusion injuries — the typical lesions
occurring after transplantation. Despite years of research, static cold storage remains the gold
standard in kidney transplantation. This kind of preservation is unable to fully protect kidneys
from marginal donors, highlighting the need for novel strategies. Optimizing the preservation
of such kidneys has become a significant issue in the field. The aim of this study is to review
the current status of graft preservation methods; enunciate the principles of organ
preservation and perfusion as they relate to indication.

Techniques of perfusion play an important role in graft function after transplantation.
Some studies suggest that HMP (hypothermic machine preservation) and NMP
(normothermic machine preservation) may improve outcomes after transplant. It also
provides the opportunity to assess viability and to manipulate donor kidneys, a tool for

preoperative selection and recovery.

Keywords: kidney transplant, organ preservation, graft preservation, cold- storage, machine

perfusion, viability testing, graft viability



2. Resumo

O namero de doentes em lista de espera para transplante renal supera grandemente o
numero de enxertos disponiveis para o efeito. A discrepancia entre a demanda e a oferta tem
motivado o uso de rins de outro tipo de fontes, como dadores com critérios alargados e
dadores ap6s morte cardiocirculatoria. Porém, os rins deste tipo de dadores sao extremamente
sensiveis as lesdes de isquémia-reperfusdo — as mais tipicas encontradas durante a
preservacao. Apesar dos longos anos de investigagdo, a preservagao estatica em frio continua
a ser o padrao em transplantacao renal. No entanto, este tipo de técnica ¢ incapaz de proteger
completamente os enxertos deste tipo de dadores, realcando a necessidade de novas técnicas.
Assim, otimizar a preservacao deste tipo de 6rgdos tornou-se uma importante questao nesta
area.

O objetivo deste estudo € rever os métodos de preservacdo de enxertos para transplante
renal, enunciar os principios subjacentes aos mesmos e as suas indicagdes relativas e
vantagens.

As técnicas de perfusdo tém um papel muito importante na fun¢do do enxerto pos-
transplante. Alguns estudos sugerem que a MPH (maquina de perfusdo hipotérmica) e MPN
(maquina de perfusdo normotérmica) podem melhorar os resultados pds- transplante. Estas
técnicas abrem ainda uma janela para a oportunidade de avaliagdo da viabilidade e
manipulagdo de enxertos, um importante instrumento para a selecdo e recuperagdo pré-

operatoria dos mesmos.

Palavras chave: Transplantagao renal, preservacdao de oOrgdos, preservacao de enxertos,
preservacao estatica em frio, maquina de perfusdo, avaliagao de viabilidade, viabilidade do

enxerto



3. Introducio

O transplante renal ¢ universalmente considerado o tratamento de escolha para doenga
renal terminal e insuficiéncia renal estabelecida nos doentes devidamente selecionados (1). A
vasta e disseminada ocorréncia de doenca renal anexa ao facto de este ser o tratamento mais
custo-efetivo reveste todo o processo de particular importancia. Um dos grandes desafios
colocados a este tipo de terapéutica prende-se com o numero escasso de dadores e com a
discrepancia crescente entre o numero de transplantes efetuados e o nimero de doentes em
lista de espera (2).

Nos Estados Unidos entre 2001 e 2006, o numero de enxertos transplantados de dadores
cadaver aumentou 24% em geral e 26% para os rins. No entanto, no periodo mais recente,
entre 2006 e 2008, o numero de enxertos obtidos de dadores cadaver aumentou menos de 1%
do total e apenas 3% para enxertos renais. Em contraste, o tamanho da lista de espera, entre
2001 e 2006 aumentou 27% em geral e 48% para transplantes de rim isolado, aumentando
11% e 18%, respetivamente no periodo referente a 2006 — 2008 (3).

Segundo a Organ Procurement and Transplantation Network nos Estados Unidos desde
2004 que a discrepancia entre a lista de espera e o nimero de transplantes ndo para de
aumentar e entre 2009-2012 resultou em mais de 21.000 (16,7%) candidatos removidos da
lista de espera por morte ou doenca. Dos candidatos listados em 2009, 43% ainda
continuavam em lista de espera em 2012, 9,3% faleceram, 8,4% foram retirados da lista por
doenca, e apenas 39,3% tinham sido submetidos a transplante (4).

Em Portugal e segundo dados da SPT, em 2010 cerca de 16764 doentes encontravam--se
em terapéutica de substituicdo da funcdo renal e destes apenas 5976 (35%) correspondiam a
transplantados, alertando para o facto de que, embora seja a melhor terapéutica substitutiva
da funcao renal, a lista de espera ¢ também crescente ¢ o numero de dadores disponiveis ¢

igualmente fator limitante (5).



Face a este paradigma, o nimero de dadores disponiveis ¢ tido como parte integrante e
determinante do processo de transplantacdo, tendo as técnicas de preservacdo um papel
fulcral na preservagao deste escasso e precioso bem que € o rim .

Desde o momento da colheita do 6rgao do dador até¢ ao momento do seu transplante no
receptor, um conjunto crucial de processos fisiopatoldgicos ocorrem. Assegurar a qualidade e
a viabilidade do 6rgao e permitir que o processo de transplantagdo seja feito numa base nao-
urgente (o que inclui estudos de compatibilidade, transferéncias de 6rgao entre centros etc.) €
o principal objectivo das técnicas de preservagao.

No dias de hoje e na pratica clinica corrente, muitos dos 6rgaos sao preservados segundo
o método classico de preservacdo estatica no frio e varias sdo também as solugdes de
preservacao disponiveis no mercado para o efeito (6). Contudo, nem todos os rins conseguem
bons resultados com esta técnica € um conjunto de 6rgaos sao submetidos a outros métodos,
conhecidos como técnicas de perfusdo. Nao existe um método de preservagdo perfeito e a
escolha da técnica permanece um tema em discussao.

A maioria dos enxertos continua a ser obtida de dador em morte cerebral. Porém, com a
crescente necessidade de orgdos e como forma de aumentar o “pool” de potenciais dadores,
muitos centros passaram a usar 6rgaos de “dadores marginais” e de “dadores apds morte
circulatoria” (7). Até ha algumas décadas atras este tipo de Orgdos seriam rejeitados por
serem considerados subdtimos ou marginais. A sua utilizagdo coloca, assim, um desafio
ainda maior a transplantagdo e as técnicas de preservagao em si.

Os objetivos desta revisao centram-se em entender as principais técnicas de preservacao
disponiveis, conhecer as diferengas entre as mesmas e reconhecer as suas eventuais

indicagoes relativas.



4. Material e Métodos

O material bibliografico utilizado para a realizagdo desta revisdo foi obtido através de
pesquisa na base de dados electronica Pubmed/MEDLINE (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/),
entre 20 de Maio de 2014 e 2 de Outubro de 2014.

Na pesquisa bibliografica foram utilizados os termos ‘“organ preservation” “kidney

29 ¢ 29 <¢

transplantation” “kidney preservation/techniques/methods” “graft preservation” “machine

2 (13

perfusion” “machine perfusion/hipothermic/normothermic” “dcd” “ecd” “donation after

cardiac death” e os seguintes termos MeSH ‘'"organ preservation '"organ

29 ¢

preservation/methods” “organ preservation/solutions” “kidney transplantation” em diferentes
combinagdes. Foi aplicado um filtro temporal aos ultimos 10 anos e apenas foram
selecionados artigos em inglés. Desta pesquisa resultaram 281 artigos ( 42 eram revisdes € 0s
restantes artigos cientificos e cartas para o editor), dos quais 127 foram selecionados com
base no titulo, destes, 72 foram selecionados com base no abstract. Por forma a ndo deixar de
incluir nenhum artigo relevante, foi feita uma revisdo da bibliografia destes artigos tendo
sido adicionados 32 artigos pela relevancia que apresentavam. Foi ainda consultado material

da Sociedade Portuguesa de Transplantacdo e o relatério anual da UNOS/OPTN (United

Network for Organ Sharing | Organ Procurement and Transplantation Network).
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5. Resultados

5.1 Tempo de isquémia

A isquémia ¢ definida, segundo o sistema MeSH, como uma hipoperfusao de sangue num
orgdo ou tecido causada por constri¢ao patoldgica ou obstrucdo dos vasos sanguineos, ou
auséncia de circulagdo sanguinea.

Em transplantagdo, o periodo de isquémia a que um 6rgao ¢ sujeito ¢ dividido em
isquémia quente e isquémia fria.

A isquémia quente ¢ definida como o periodo de tempo desde que o 6rgao € privado de
sangue, oxigénio e nutrientes, enquanto o metabolismo celular continua, até¢ ao inicio da
perfusao a frio (2,8). A isquémia fria ¢ definida como o periodo de tempo desde o inicio da
perfusdao do 6rgao com a solugdo de preservacao até ao restabelecimento da perfusao
sanguinea durante o transplante. O tultimo ¢ determinado sobretudo a conta de fatores
logisticos (tipagem molecular do recetor, transporte de 6rgaos entre centros, preparagao do
bloco operatdrio e da equipa) (9).

Todos os rins, independentemente do tipo de dador, sdo sensiveis a isquémia (10),
embora a causa dessa isquémia dependa do tipo de dador. A isquémia em rins de dador vivo ¢é
considerada minima e ¢ induzida por um curto periodo de preservacdo, sendo por isso
associada a sobrevivéncias do enxerto maiores (11). Em dadores em morte cerebral a
isquémia resulta, em regra, de longos periodos de preservacao hipotérmica. Por sua vez, em
dadores apos morte cardiaca, a isquémia ocorre por uma combinagdo entre isquémia quente €
isquémia fria. A primeira desde o momento em que o coragdo para até a colheita e a segunda
durante o periodo de preservagao propriamente dito.

Do ponto de vista fisiopatoldgico, ha uma complexidade de mecanismos envolvidos nas

lesdes de isquémia, os quais podem ser agrupados de forma simplista em: isquémia e
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hipotermia durante a preservagao e, reperfusao e reaquecimento aquando da implantagcdo no
recetor.

Esse complexo fisiopatologico (isquémia-reperfusao) envolve ndo sé hipoxia e
reoxigenacao, mas também alteracdes do equilibrio i6nico da célula conducentes a edema e
acidose. Stress oxidativo, disfun¢do endotelial e alteracdes da coagulacdo estdo também
presentes e associam-se a um estado pro-inflamatorio (tabela 1) (11,12). Em todos os casos a
isquémia ¢ seguida de reperfusdao quando o enxerto ¢ conectado com os vasos do receptor,

sendo esta conhecida por exacerbar as lesdes iniciadas pela isquémia (10).

Eventos isquémicos afetados pela e . .
v 1squemt P Principais efeitos

hipotermia
1- Reduz metabolismo ¢ demanda de oxigénio
2- Reduz a taxa de deplecdo de energia e de
Supressao das taxas de reacgdo substratos
3- Atenua processos quimicos que causam lesoes
isquémicas
Desacoplamento metabolico Desorganizacdo de vias metabolicas integradas

Mudancas complexas de aerdbio para anaerobio,

Metabolismo energético . " ~
determinando temperaturas 6timas de preservacao

Transporte i6nico e edema celular Redistribuigdo passiva de ides e agua

Mudangas na atividade dos protdes Alteragdes na regulacdo do pH

Aumenta a suscetibilidade da célula para gerar radicais

Geracdo de radicais livres de oxigénio . . .
livres e atenua mecanismos de defesa naturais

1- Alteracdes de fase da membrana
Mud truturai 2- Choque térmico
udaneas estriturats 3- Indugdo de proteinas de stress

4- Mudangas no citoesqueleto

Tipo de morte celular Apoptose ou Necrose

Tabela 1 - Eventos isquémicos afetados pela hipotermia (adaptado de Taylor M. (12))

Por outro lado, a isquémia fria aumenta a expressao de genes associados a apoptose, 0
que se associa a uma diminui¢do da sobrevivéncia do enxerto. Assim, quanto maior a
demora, isto ¢ quanto maior o tempo de preservacao, menos tecido sera viavel, sendo que

esse efeito parece tornar-se particularmente visivel pelas 36h (13).
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Num estudo multicéntrico Opelz and Dohler (14) concluem que nao ha influéncia
apreciavel na sobrevivéncia do enxerto com tempos de isquémia até 18 horas de preservacao
estatica em frio. Porém esse efeito comeca a notar-se as 19h, onde se regista diminui¢ao da
sobrevivéncia de enxertos. Nao se regista um aumento paralelo do nimero de rejeigdes,
sugerindo que o tempo de perfusdo/isquémia ndo aumenta a imunogenicidade do enxerto.
Segundo este mesmo estudo, o numero rejeigdes s6 aumenta de forma significativa quando os
rins sdo preservados por um periodo superior a 36h (RR:1.2; IC:1.04-1.39; P=0.011).

Num outro estudo, Plata- Munoz et al (2) concluem que a reducdo dos tempos de
isquémia pode ser particularmente benéfica em rins de dadores apdés morte cardiaca,
beneficiando estes de uma isquémia fria inferior a 14h e sendo desejavel e mais custo efetivo
quando esta ¢ inferior a 12h.

No estudo pareado de Giblin et al, (15) o grupo comparou a sobrevivéncia a longo prazo
entre recetores do primeiro e do segundo rim do mesmo dador, sendo o tempo de isquémia a
unica variavel significativamente diferente entre os dois grupos (19.93h no primeiro grupo e
25,65h no segundo). Demonstraram que os pacientes que receberam o segundo rim, sujeito
assim a maior tempo de isquémia fria obtiveram taxas de sobrevivéncia a longo prazo
significativamente menores, registando também aumentos na funcao tardia do enxerto e nas
rejeigdes agudas.

As baixas temperaturas tém uma multiplicidade de efeitos (de suporte e destrutivos) nas
células, que requerem uma investigacao cuidada para permitir a sua utiliza¢do de forma 6tima
em preservagao de 6rgaos (16). Deste modo, a hipotermia e a isquémia parecem ser um factor
limitante na preservacdo de enxertos, particularmente em rins que ja foram sujeitos a um

periodo de isquémia quente (9,10).
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5.2 Tipos de dador

Até ha alguns anos, o dador classico era o dador jovem, saudavel apds morte cerebral ou
“heart-beating donor”(1) ou também chamado de dador com critérios padrdo (8). Muitos
destes dadores tinham origem em acidentes de viacdo, porém a melhoria dos cuidados de
saude e o0 aumento da seguranga na estrada contribuiu para a sua diminuigao.

Assim, a crescente discrepancia entre a necessidade e o nimero de 6rgaos disponiveis
para transplante tem resultado num aumento do uso de rins de dadores com critérios
alargados (17). A defini¢ao inclui rins obtidos de todo o tipo de dadores com mais de 60 anos
mesmo sem comorbilidades, mas também de dadores entre os 50 e 59 anos com pelo menos
duas das seguintes condi¢des: morte de causa cerebrovascular, insuficiéncia renal com niveis
de creatinina maiores do que 133 umol/L e/ou historia de hipertensao arterial (18). A
transplantacdo de um rim de um dador com critérios alargados fornece uma vantagem
substancial na sobrevivéncia mesmo com a manutencdo em didlise nos 18 meses poOs-
transplante, apesar de resultados inferiores aos obtidos com dadores padrao (8). A idade do
dador ¢ um dos mais importantes fatores de risco independentes associados a piores
resultados pos transplante (19). Isto parece dever-se a diminuicao da capacidade do 6rgao em
resistir a lesdes induzidas pelo complexo isquémia-reperfusdo, devido a uma reserva
funcional diminuida e a vasculopatia associada a idade. Contudo, face a escassez atual, este
tipo de o6rgdos, ainda que subotimos sdo um recurso cada vez mais importante.

Outro tipo de dadores sao os dadores apds morte cardiocirculatéria, “non-heart-beating
donors”, estes sao categorizados de acordo com a classificacdo de Maastricht (tabela 2). As
categorias sdo: morte controlada (quando a morte cardiaca ¢ esperada, mas ndo estdo
preenchidos os critérios para morte do tronco cerebral) e morte ndo controlada (quando a
morte cardiaca nao ¢ esperada). Os rins do ultimo tipo de dadores sdo, naturalmente, sujeitos

a um maior tempo de isquémia quente (20).
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Categoria Maastricht Descricao

I Morte na chegada ( ndo controlada)
I Insucesso na ressuscitagao ( ndo controlada)
I Paragem cardiaca esperada ( controlada)
v Paragem cardiaca durante morte cerebral ( controlada)

Tabela 2 - Classificacao de Maastrich de dadores em morte cardiocirculatoria

Catena, Coccolini, Motori et al (1) estimam que s6 as categorias Il e III da classificacao
de Maastrich contribuam para 20 a 40% de todo o pool de dadores. Embora aparente ser
promissor, este nimero nao corresponde ao numero de transplantes que ¢ possivel efetuar
porque a preservacao estatica em frio, técnica utilizada na maior parte dos centros, ndo serve
como técnica de preservagdo quando os periodos de isquémia quente excedem os 20 minutos,
0 que acontece em muitos destes 0rgaos.

O uso de o6rgaos deste tipo de dadores ¢ ainda um tema em discussdo acesa, Dominic
Summers et al (21) mostraram também que rins de dadores mortos com mais de 60 anos tém
mais do dobro do risco de faléncia do enxerto do que rins de dadores mortos com menos de
40 anos. No entanto, rins de dadores ap6s morte circulatéria controlada com mais de 60 anos
tém uma sobrevivéncia do enxerto a trés anos equivalente a de dadores apds morte cerebral
no mesmo grupo etario, sugerindo que a relutdncia quanto ao uso destes 6rgados talvez nao se

justifique (22).
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5.3 Resultados em Transplantacio

Inimeras sao as varidveis que influenciam os resultados obtidos em transplantagdo.
Desde as caracteristicas do dador, a técnica utilizada para preservar os 6rgaos, a duracao
dessa mesma preservacao até as complicacdes decorrentes da propria cirurgia. Assim, o
sucesso ou insucesso de um transplante ¢ muitas vezes dado por um conjunto de resultados
que consideramos resultados primarios. Esses “primary endpoints” sao usados na
generalidade dos trabalhos e ¢ com base neles que se torna possivel efetuar muitos dos
estudos comparativos.

A funcao tardia do enxerto ¢ um deles, ocorre quando o 6rgdo nao funciona de forma
apropriada apds o transplante e ¢ definida, na generalidade dos estudos, como a necessidade
de dialise durante a primeira semana pds-transplante; faléncia em produzir mais de 40 ml de
urina nas primeiras 24h poés-transplante ou uma diminui¢do da creatinina sérica inferior a
25% nas primeiras 24h.

Disfuncdo primaria do enxerto ¢ definida como a auséncia de fung¢do do enxerto no
momento do transplante, ou falha em conseguir um més de sobrevivéncia livre de didlise,
excluindo situagcdes de rejeicdo ou trombose (7). Em geral ¢ um evento raro em
transplantacao renal, segundo a UNOS (4) ocorre em menos de 2% dos transplantes, sendo
muito mais frequente em transplantacao hepatica.

Faléncia do enxerto ¢ definida como necessidade permanente de dialise pos transplante.

Além dos primary endpoints ¢ também importante conhecer a sobrevivéncia do enxerto a
um ano, a qual na maior parte dos estudos ¢ apresentada sob a forma de valor percentual.
Esta refere-se a percentagem dos enxertos transplantados que decorrido um ano pds
transplante continua a funcionar de forma correta. A sobrevivéncia do doente a um ano ¢
também expressa na maior parte dos estudos sob a forma de percentagem e diz respeito aos

doentes transplantados que continuam vivos ao fim de um ano de follow-up. A importancia
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da sua andlise prende-se com a tentativa de compreender até que ponto € que varidveis que
afectam a funcao tardia do enxerto t€ém repercussdes a médio-prazo no que a sobrevivéncia
diz respeito.

A duracao da hospitalizagdo bem como a duragdo da dialise pds transplante, embora nao
figurem em todos os estudos, sdo também parametro de avaliacao indireta de resultados em
transplantacdo, em muito dependente dos resultados primarios ( fungdo tardia do enxerto e
disfun¢do primaria).

Todas estas variaveis t€ém vindo a ser utilizadas para efetuar comparagdes a diversos
niveis técnicos e mostram-se também com utilidade crescente em estudos de analise custo-

efetividade.
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5.4 Perspectiva historica da preservacio de enxertos

A primeira tentativa de perfundir um o6rgao isolado data de 1849 por Loebel (11,23). Em
1895 Langendorf idealizou uma simples técnica de perfusdao e em 1930 Carrel e Lindbergh
criaram um pequeno aparelho e perfundiram 6rgdos com recurso a pequenas bombas (11),
comegaram por fazé-lo em normotermia e em 1937 passaram a usar a hipotermia. Trinta anos
mais tarde, Folkert Belzer com o seu trabalho em técnicas de perfusdao hipotérmica para
preservacao de rins, conseguiu preservar rins durante um periodo de 17 horas e transplanta-
los com sucesso (24). Em 1971 uma bomba portatil foi desenvolvida para facilitar a

utilizagdo na clinica, a mini-Belzer.

Também por essa altura, em 1969, Collins e o seu grupo desenvolveram a primeira a
solucdo de preservacao, tendo sido modificada em 1976 para dar lugar a Euro-Collins. A
revolucgdo foi de tal modo que em meados dos anos 80 a maioria dos rins eram preservados

com recurso a preservacao estatica em frio fazendo uso desta mesma solucao (23).

5.5 Técnicas de Preservacao

Idealmente uma técnica de preservacao bem como uma solucdo de preservagdo deve ser
capaz de prevenir lesdes induzidas pelas baixas temperaturas, hipoxia ou qualquer outra lesao
(ex: mecanica, vasoespasmo). Além disso, o método deve ser pratico e simples e deve poder
ser facilmente implementado por pessoal com diversos niveis de formagdao. Deve ser um
método capaz de ser introduzido no atual esquema de colheita e distribuicdo de 6rgaos sem
necessidade de grandes alteragdes. O ideal seria a existéncia de um método universalmente

versatil capaz de ser aplicado a varios tipos de 6rgaos, independentemente do cendrio clinico.
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5.5.1 Preservacio estatica em frio

A preservagdo estatica em frio comecou a ser usada na pratica clinica em finais de 1960

(3) e ¢ hoje o padrao da preservacao em transplantacao renal (1,23,25,26).

As primeiras referéncias na literatura datam de 1963 quando Calne et al mostraram que o

simples arrefecimento do rim em agua gelada preservava a funcao renal por 12h (27) .

O principio base da preservacao estdtica em frio ¢ a supressdo do metabolismo com
recurso a hipotermia (23), sendo este conhecido como a primeira linha de defesa contra

lesdes de hipoxia (16).

Segundo esta técnica, um cateter ¢ inserido na artéria renal e utilizando a pressao
hidrostatica ¢ infundida no rim uma solugdo de preservagao estéril imediatamente a seguir a
colheita. Todo o sangue €, assim, retirado do rim. Em seguida, o 6rgdo ¢ deixado num
recipiente ¢ imerso numa solucdo de preservagdo. Esse recipiente ¢ entdo coberto com gelo
por forma a manter a temperatura entre 4°C e 0°C. Estima-se que a estas temperaturas o

metabolismo celular seja reduzido para 5-8%, bem como a atividade enzimatica da célula (8).

Virias solugdes foram desenvolvidas para minimizar os efeitos deletérios da isquémia fria
e da reperfusdo, sendo direcionadas a alteragdes bioquimicas e estruturais especificas que
ocorrem durante este processo(28). Durante a hipotermia, os déficits de ATP levam a uma
rapida inativagdo da bomba Na+/K+ ATPase o que contribui para um aumento das
concentracdes de Na+ intracelular, predispondo ao edema celular que pode ser fatal para as
células(29). Deste modo adicionar coloides ou impermeabilizantes as solucdes de
preservacao ¢ uma estratégia muitas vezes adotada em transplantagdo. A composi¢do da
solucao deve ser maximamente adaptada a severidade dos danos provocados pela isquémia-

reperfusdo, uma vez que estes se repercutem na subsequente fungao do enxerto(9).

Uma das primeiras soluc¢des introduzidas no mercado foi desenvolvida por Collins et al e
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mais tarde modificada, durante os anos 80, dando lugar a conhecida solu¢do de Euro-Collins
(3). A solucao continha uma alta concentragcdo de glucose e electrolitos, assemelhando-se ao
ambiente intracelular (30). A introducdao desta solugdo revolucionou a pratica da
transplantacdo deixando esta de ser um processo emergente para passar a ser um processo

semi-eletivo, uma vez que se passou a conseguir preservar rins por um periodo de 24h (11).

Desde entdo varias solugdes foram sendo criadas e introduzidas no mercado: a Histidina-
Triptofano - Cetoglutarato (HTK), a solucao da Universidade de Wisconsin (UW), solugdo de
citrato hiperosmolar, solu¢do de Celsior, solugdao do instituto George-Lopez e solugdo Polysol
(1,3,8,30) (Tabela 3). De uma forma simplista podemos dividi-las em solugdes de tipo
intracelular e extracelular. As de tipo intracelular, como ¢ o caso da UW, caracterizam-se
pelas baixas concentragdes de Na+ e altas concentragdes de K+, o que faz com que sejam
eficazes a prevenir o edema celular, uma vez que reestabelecem o equilibrio de Donnan. As
solucdes de tipo extracelular como a HTK, com baixas concentracoes de K+ e altas
concentragdes de Na+, sdo mais recentes e tdo ou mais eficazes do que as intracelulares, uma

vez que o potassio pode induzir vasoespasmo (1).

Desde a década de 90 que a UW se tornou o padrao das solucdes de preservagao,
permanecendo até aos dias de hoje como a solu¢do mais utilizada tanto nos Estados Unidos

como na Europa.

A simplicidade e facilidade de aplicagao deste tipo de técnica sdo o principal motivo pelo
qual ¢ a mais utilizada. Além disso, uma das grandes vantagens atribuidas a preservacao
estatica em frio ¢ a sua capacidade de perfundir o 6rgdo com substancias terapéuticas, como
antioxidantes, enquanto se atrasa temporariamente a introdugdo de oxigénio. Esta estratégia

parece ser especialmente 1til em orgaos sujeitos a uma isquémia quente consideravel. Rins de

dadores apds morte circulatoria parecem ser menos tolerantes a uma preservagao estatica em
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frio (21). Por outro lado, estudos afirmam que a possivel indu¢do de um periodo de anoxia
pode ser uma tecnologia exploravel. As evidéncias que apoiam um potencial beneficio da
exposicao continua a hipoéxia por um periodo de tempo apdés a colheita podem ser
encontradas na literatura que descreve o efeito protetor de gases que afetam as mitocondrias,

em concentracdes que estavam acima daquelas que inibem consumo de oxigénio (3).

Uma estratégia desenhada para tirar o maior proveito deste estado de hipoxia transitoria,
possibilitado pela preservacdo estitica em frio, ¢ usar esta técnica como ponte para a

utilizacao de perfusao. Esta combinagao torna-se particularmente util em situagdes que

envolvam transporte e partilha de 6rgaos entre centros, evitando o transporte de maquinas de
perfusdo. Contudo, a aplicagdo desta estratégia necessita de ser avaliada caso a caso, tendo
em vista o tipo de dador e o estado do 6rgao no momento da colheita no que diz respeito ao

grau de lesdo isquémica.

Apesar das aparentes vantagens, sobretudo a nivel logistico, numa era em que a

disponibilidade de 6rgdos ¢ escassa e se assiste a um aumento da utilizacdo de orgaos

subdtimos a preservagao estatica em frio comeca a apresentar algumas limitagdes (31).
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Euro-Collins | UW l?&'lfgrj HTK | Celsior | Polysol | Custodiol-N
Eletrolitos

Sodio 9.3 25 100 15 100 136 16
Potassio 115 125 25 20 25 5 10
Magnésio 4.7 5 5 4 13 14 8
Calcio - 0.5 0.015 0.25 9 0.02
Cloro 15 1.0 51.03 41.5 30.04
Gluconato 85 10
Sulfato 4.7 5 4

Coloides
HES 5% 5%
PEG 1%

Impermeabilizantes

Glucose 190 10 16
Sacarose 33
Manitol 32 30 30 60 30
Lactobionato 100
Raffinose 30

Tampoes
Fosfato 57.6 25 25 0.8
Histidina 180 30 124
Bicarbonato 9.3 25
HEPES 10

Antioxidantes

Glutationa 3 3 3 3/5.6
Alopurinol 1 1 1
Triptofano 2

Aditivos
Adenosina 5 5
Cetoglutarato 1 2
Acido glutdmico 20
Adenina 5 5
Piruvato 0.2

Outros

Aminoacidos 11
Vermelho de 0.07
fenol
N-acetilhistidina 57
aspartato 5
glicina 10
alanina 5
Ribose 0.5
arginina 3
desferoxamina 25
LK614 7.5

Tabela 3 - Principais solugdes de preservagdo e sua composi¢ao. (1,10,30)

*A solucdo Belzer’s MPS ¢€ apenas utilizada como rotina em técnicas de preservacdo dinamica, sendo
a Unica que utiliza o HEPES, um tampao zwitterionico potente.
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5.5.2 Métodos de Preservacao dinamicos

As técnicas dindmicas requerem movimento de fluido ou gas para facilitar a preservagao.
Enquanto a maquina de preservacao hipotérmica foi um dos primeiros métodos utilizados, a
maquina de preservagdo normotérmica € uma técnica em desenvolvimento nos ultimos anos.
No grupo das técnicas de preservagdao dinamicas inclui-se também a persuflacdo venosa de

oxigénio ou perfusdo de oxigénio gasoso.

5.5.2.1 Perfusao Hipotérmica

A maquina de perfusdo hipotérmica foi o método de preservagdo utilizado durante os
primeiros anos da transplanta¢do. A primeira tentativa de perfundir um 6rgao isolado data de
1849 (23). Entretanto, com o desenvolvimento das diferentes solugdes de preservacao, os
resultados obtidos com as técnicas estaticas passaram a ser equivalentes porém, com custos
muito mais reduzidos, passando a ultima a ser a técnica mais utilizada. Nas ultimas décadas,
0 uso de orgdos subdtimos (algumas vezes com qualidade comprometida e mais propensos a
lesdes de isquémia) passou a ser uma realidade e a maquina de perfusdo hipotérmica passou a
ter de novo interesse.

Na prética, o rim ¢ retirado do dador e colocado num reservatorio com uma solugao de
preservacao, e este (reservatério) € colocado numa caixa com gelo. A artéria renal € canulada
e uma bomba ¢ usada para gerar um fluxo, pulsatil ou continuo, da solugao de preservagao. O
fluido sai pela veia renal para o reservatério onde € novamente coletado pela bomba.(8) A
bomba pode ser regulada pela pressao ou pelo fluxo, permitindo uma monitorizacdo da
resisténcia renal ao fluxo. A existéncia deste fluxo permite nao s6é a eliminagdo de
metabolitos como também um arrefecimento uniforme do enxerto. A oxigenagao do fluido ¢

também uma opg¢do. O esquema do circuito € representado na Figura 1 . Embora poucos
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estudos fagcam referéncia, a anatomia vascular parece ser importante para determinar se a

maquina de perfusao hipotérmica pode ser usada ou nao(32).

Filtro .
Sensor de pressao

Reservatorio

N

Rim ~—

Bomba

Caixa com gelo

--/--, 00:30 E
e

Ecra

\
Termoémetro

Figura 1 - Representacdo esquematica da maquina de perfusao hipotérmica. O rim € colocado
num reservatorio com uma solucdo de preservagao, e este (reservatorio) ¢ colocado numa
caixa com gelo. A solucdo ¢ retirada do reservatorio e bombeada através da artéria renal. A
temperatura, a pressao ¢ a dindmica do fluido podem ser monitorizadas. (adaptado de J. O

Callaghan (33) )

O principio subjacente ao uso desta técnica € a utilizagao de uma circulagdo controlada,
continua ou pulsatil, de um perfusato que elimina metabolitos toxicos e radicais livres e
fornece um aporte continuo de nutrientes, com ou sem fornecimento de oxigénio
concomitante. A maquina de perfusdo hipotérmica recorre, como o nome indica, as baixas
temperaturas (cerca de 10°C) para diminuir o metabolismo, reduzindo as necessidades de
oxigénio e o consumo de ATP. A esta temperatura a cadeia de transporte de electrdes a nivel

mitocondrial ¢ mantida e a geracdo de algum ATP ¢ possivel, mantendo o balango i6nico e
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acido base dentro de valores considerados normais, impedindo deste modo o colapso
mitocondrial e a sinalizacdo de vias apoptoticas (34). Mesmo em 0rgaos que ja sofreram
lesdo por isquémia quente, nos quais a cascata de vias apoptoticas ja foi iniciada, a MPH
pode contribuir para reverter alguns desses eventos(34). Embora esta seja uma forma muito
simplista de avaliar os beneficios fisiologicos do uso da MPH, a verdade ¢ que muito ha
ainda para entender na forma como a sinalizacao intracelular ¢ influenciada por este tipo de
técnica. Entender que tipos de eventos estdo envolvidos e em que momento sdo reversiveis ou
irreversiveis com a aplicacdo da mesma ¢ um desafio.

Uma outra caracteristica importante e que distingue as técnicas dindmicas da preservagao
estatica em frio ¢ a utilizagdo de um fluxo. A energia para fazer circular o perfusato ¢ criada
com recurso a bombas, semi-oclusivas ou de rolete que determinam um fluxo pulsatil e,
bombas oclusivas ou centrifugas que determinam um fluxo continuo(35). A existéncia de um
fluxo permite manter uma estimulagao hemodinamica na arvore vascular do 6rgio, o que
pode desempenhar um papel critico para a manutencdo da fungdo vascular mediante
condigdes  semi-fisioldgicas, podendo ainda promover uma diminuicdo do
vasoespasmo(8,34). Por outro lado, a utilizagao de um fluxo fornece protecdo endotelial, uma
vez que este previne ndo s a ativagao do maior 6rgao enddcrino que ¢ o endotélio, como
evita o inicio do no-reflow phenomenon (29). Este termo refere-se a lesdo endotelial e de
reperfusdo apos isquémia e, ocorre sobretudo a nivel dos capilares peritubulares renais, onde
se verifica uma desaceleracio do fluxo e uma perfusdo retrograda no momento da
reperfusdao(29). Pensa-se que este fendmeno tenha origem na cessagdao do fluxo sanguineo e,
deste modo, possa ser prevenido com a manutengdo de um fluxo, como € possivel com as
técnicas dinamicas. Em parte, este efeito pode dever-se a ativacdo de genes endoteliais

vasoprotetores fluxo-dependentes ( KLF2 —inibidor da resposta inflamatoria, que produz um
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papel determinante na produgdo de vasodilatadores por parte do endotélio (NO) e expressao
de genes anti-tromboticos (trombomodulina)) (23).

Estas consequéncias na microcirculagao estao diretamente relacionadas com os resultados
obtidos na transplantacao (29). Assim, os beneficios do uso da MPH a este nivel parecem ser

significativos sobretudo em 6rgaos sujeitos a um periodo de isquémia quente (Figura 2) (34).

Suporte de Oxigénio e Nutrientes

Eliminacao de metabolitos toxicos

Diminui¢do do vasoespasmo

Maigquina de Perfusio Vasoprote¢do endotelial : mantém
expressao de genes fluxo-
dependentes

Interven¢do Terapéutica : agentes
farmacologicos ou terapéutica génica

Avaliagdo da viabilidade

Figura 2 — Principais beneficios atribuidos a maquina de perfusao.

Por falta de estudos em rins, ndo ha resultados concretos quanto ha utilizagdo de um tipo
de fluxo em detrimento de outro. Muitas varidveis estdo presentes e sdo, na generalidade
omitidas na quase totalidade dos estudos publicados. Para entender a influéncia do tipo fluxo
nos resultados obtidos com as técnicas de preservacdo dinamica seria importante definir as
caracteristicas do fluxo (velocidade, viscosidade da solugdo, impedancia vascular e

caracteristicas da onda gerada)(29). H4 alguma controvérsia quanto ao impacto dos diferentes
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tipos de fluxo utilizados em transplante de oOrgdos soélidos, enquanto uns apresentam
resultados semelhantes com o uso de perfusao pulsatil ou continua, outros demonstraram uma
melhoria na fun¢ao do 6rgao quando a perfusao pulsatil era utilizada(29).

Tanto o fluxo como a resisténcia a passagem do fluido podem ter utilidade na avaliagdo da

viabilidade dos 6rgaos.

Varias maquinas estdo disponiveis no mercado (Figura 3), a maquina de perfusdao nao
pulsatil Nikkiso® (Japao), a pulsatil Gampro® (Suécia), Waters®(EUA)(26), LifePort
Kindney Transporter ( Organ Recovery Systems, Des Plaines, Illinois, EUA) , RM3 ( Waters
Medical Systems , Birmingham, Alabama, EUA) , Kidney Assist ( Organ Assist, Groningen,
The Netherlands)(1,35). O LifePort ¢ um dos dispositivos mais utilizados, ¢ portatil e
consegue perfundir um rim isolado, sem necessidade de supervisdao. Trata-se de um sistema
de perfusdo continua que utiliza como solugdo de preservacao a KPS-1® ( solugdo de UW
adaptada para perfusdo dindmica). A RM3 ¢ um dispositivo ndo portatil, capaz de perfundir
dois rins em simultdneo e que, ao contrario da anterior, utiliza um fluxo pulsatil. Nao ha

evidéncias quanto a vantagem em utilizar uma maquina em detrimento de outra.

Figura 3 - Principais dispositivos/maquinas de perfusdo para preservagao de rins.

(‘a— LifePort Kindney Transporter ; b - RM3; c- Kidney Assist)
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As varidveis que contribuem para os resultados obtidos em transplantagdao sdao inumeras,
seja qual for a técnica aplicada. Porém, quando falamos deste tipo de preservacdo varias
questdes se levantam: desde a ja abordada, qual o tipo de fluxo a aplicar? Qual a melhor
solucdo de preservacao? Qual a duragdo da perfusao? Que tipo de aditivos ao perfusato
devem ser utilizados e em que situagdes?

Quanto as solucdes de preservacao utilizadas nas técnicas dindmicas, estas derivam das
solucdes utilizadas na preservagao estatica em frio. Com efeito, desde cedo que o edema
intersticial e celular tem sido associado a um aumento da resisténcia capilar, o que levou ao
desenvolvimento de solucdes de preservacdo com propriedades oncoticas ainda mais
significativas. Inicialmente fez-se uso de derivados de albumina, mais tarde passou a
recorrer-se a derivados de plasma humano até aos dias de hoje, com a adicao de
hidroxietileno (HES). A solucdo hoje em dia mais utilizada ¢ a de Belzer-MPS e apenas
usada na preservacdo dinamica de rotina. Em comparacdo com as solugdes referidas
anteriormente para preservacao estatica, esta apresenta concentragdes ionicas semelhantes a
Celsior, uma concentra¢ao de gluconato superior aquela que encontramos no Polysol, uma
concentra¢cdo de manitol semelhante a HTK e 5% de HES como na solu¢cdo UW(8,29) (tabela
3). Esta solugdo contém ainda ribose € um tampao organico zwiterionico(29) (HEPES, acido
etanosulfonico 4-2-hidroxietil piperazina-1, um dos tampdes mais utilizados em experiéncias
biologicas com uma incrivel capacidade de controlar o pH entre 6.8 e 8.2. Outra incrivel
propriedade do HEPES prende-se com o facto de que o seu pKa varia com a temperatura,
sendo a sua dissociagdo menor a baixas temperaturas). Existe na literatura muito pouca
informacao, sobretudo comparativa, no que diz respeito as solugdes de preservagao utilizadas

com a maquina de perfusao hipotérmica.
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Quanto a duracdo da preservacdo sabe-se que este tipo de técnicas apresenta mais
beneficio em preservagdes de longa duracdo, especialmente em oOrgdos que ja foram
submetidos a um periodo de isquémia (36).

A questdao major a respeito das técnicas de preservagdo de enxertos para transplante renal
¢ entender até que ponto este tipo de técnica apresenta melhores resultados do que a
preservacao com a técnica padrao, a preservagao estatica em frio. Face a esta hipotese, muitos
estudos tém tentado comparar os resultados obtidos com a maquina de perfusdo hipotérmica
com os resultados obtidos com a preservagao estatica em frio (Tabela 4 e 5). A maior parte
destes estudos mostra beneficios quando os 6rgaos sdo perfundidos via maquina de perfusao
hipotérmica(2,32,37-41), apresentando estes melhores resultados no que diz respeito a
funcdo tardia do enxerto, comparativamente com 6rgaos submetidos a preservagao estatica.

O maior estudo realizado até a data, em 2009, (38) comparou os resultados de 336 rins
preservados com MPH com 336 rins preservados com PEF. Neste, verificou-se uma redugao
significativa da funcdo tardia do enxerto (20.8% vs 26.5% p=0.05), e um aumento da
sobrevivéncia do enxerto a um ano dos 6rgaos submetidos a MPH comparativamente com
PEF (94% vs 90% p= 0.04). O grupo apresentou ainda os resultados em fun¢do do tipo de
dadores, porém as diferencas entre dadores padrao e dadores com critérios alargados nao
foram estatisticamente significativas ( p=0.75). O mesmo aconteceu quando compararam rins
de dadores em morte cerebral com rins de dadores em morte circulatoria ( p= 0.42).

Contudo, os resultados sdo ainda contraditorios, num estudo multicéntrico realizado no
Reino Unido, Watson et al (7) compararam igualmente resultados entre MPH e preservacao
em PEF de um conjunto de rins de dadores ap6s morte circulatoria. Neste estudo concluiram
que, para este tipo de dadores, a maquina de perfusdo hipotérmica nao oferece vantagens
relativamente a preservacao estatica em frio. Os resultados pareceram transversais as varias

variaveis em estudo, com uma fungdo tardia do enxerto superior no grupo preservado com
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MPH comparativamente ao PEF (58% vs 56% P= 0.99), uma sobrevivéncia do enxerto a um
ano inferior (93.3% vs 97.8% p=0.03), bem como uma sobrevivéncia dos pacientes também
inferior (93% vs 100% p = 0.08). Um dos motivos para os resultados aparentemente
contraditorios pode ser o facto de que neste ultimo estudo os rins provinham exclusivamente
de dadores em morte cardiaca, ao contrario de outros em que a maior parte dos dadores eram
dadores em morte cerebral. Apesar de os rins em morte cerebral serem expostos a uma
quantidade significativa de influéncias hormonais, ndo incorrem no periodo de isquémia
quente a que os rins de dador em morte circulatéria estao sujeitos.

No que diz respeito a sobrevivéncia do enxerto, em geral, a maquina de perfusao
hipotérmica demonstrou resultados ainda mais notdveis quando a respeito de 6rgaos nos
quais ocorreu funcao tardia do enxerto. O estudo de Treckman et al (39) mostrou que no
grupo preservado com MPH, ha uma diferenca de 10% na sobrevivéncia do enxerto a um ano
quando ocorre funcao tardia do enxerto quando comparada com a sobrevivéncia a um ano
dos rins com fun¢do imediata (94% vs 85% p=0.164). Quando ocorre funcdo tardia do
enxerto no grupo PEF, o efeito na sobrevivéncia do enxerto ¢ marcado, a registar uma
diferenca de 41% vs 97%.

Se apenas forem analisados os orgdos que desenvolveram funcdo tardia do enxerto, a
diferen¢a na sobrevivéncia do enxerto a um ano € estatisticamente significativa (MPH=85%
PEF=41% p=0.003).

Apesar da maioria dos estudos analisados apresentar diferengas estatisticamente
significativas no que se refere a uma diminui¢ao da funcao tardia do enxerto com o uso da
MPH, no que toca a sobrevivéncia do paciente ou sobrevivéncia do enxerto a um ano, embora
maior com a MPH, a diferenca entre os dois grupos ndo ¢ estatisticamente significativa

(tabela 4 ¢ 5).
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Os melhores resultados a curto prazo obtidos com esta técnica, como a diminui¢do da
func¢ao tardia do enxerto ¢ faléncia do enxerto, refletem-se também em melhores resultados a
nivel econdémico (6). A reducdo nestes eventos traduz-se numa menor necessidade de
terapéutica dialitica pos-operatoria € num internamento de duragao mais reduzida, ambos
representando custos significativos. Esta reducao ¢ ainda mais significativa quando os 6rgaos
de dadores com critérios alargados sao analisados (6). A maquina de perfusao hipotérmica ¢
uma técnica de preservacao custo-efetiva, com custos por ano de vida mais baixos e
reduzidos custos por QALY, comparativamente com a preservagao estatica (6).

Apesar dos resultados positivos, continuam a ser necessarios mais estudos que permitam
esclarecer em que tipos de dador esta deva ser a técnica de elei¢ao. Existem também algumas
falhas que devem ser colmatadas e que podem ajudar a esclarecer os beneficios da MPH,
como a heterogeneidade dos estudos, sobretudo quanto ao tipo de dadores da amostra,
amostras pequenas, falta de relatos quanto aos aditivos usados no perfusato e quanto aos

parametros usados pela maquina, nomeadamente a pressao.
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Média

. . t.emplo Qe Modelo ~ N° de Rins Funcao tardia do enxerto IEIITISAD (e
Tipo de Tipo de isquémia Solucao enxerto
TS Ano dadores estudo h &8 utilizada
s MPH
PEF | MPH PEF | MPH | PEF MPH p PEF |MPH| »p
Plata-Munoz(2) | 2008 | DMCirc Coorte 17.9 | 18.6 | LifePort | Marshall | 30 30 8 62§‘V e 31 g %) <0.0000 0 0 -
. 0 . 0
Moustafellos(37) | 2007 | DMCirc | Retrospectivo | 16.7 | 15.2 | LifePort Uw 18 18 G 81 g(y e Sg(y ) 0.0002 - - -
. 0 . 0
Watson et al(7) | 2010 | DMCirc Multiplo 14.4 | 13.9 | LifePort Uw 45 45 ( 526§/) ( 5%?/) 0.99 0 1 -
0 0
Moers et al(38) | 2009 MC ou Randomizado | 15.9 | 15 | LifePort | UW/HTK | 336 | 336 89 70 0.05 4.8% | 2.1% | 0.08
DM(Circ ? ' (26.5%) | (20.8%) | il i e
Treckmann et : : 27 20 o 0
al(39) 2011 | DCA | Randomizado | 9/10 | 10 | LifePort | UW/HTK | 91 91 29.7%) | (22%) 0.27 12% | 3% | 0.04
Waters 17 1
Kwiatkowaki(40) | 2009 | MC | Randomizado | - - MOX- - 37 37 o o - - - -
100 (50%) | (32.4%)
. . . UW/KPS- 57 44 0 0

I. Jochmans(41) | 2010 | DMCirc | Randomizado | 15.9 | 15 | LifePort 1 82 82 (69.5%) | (53.7%) 0.007 | 2.4% | 2.4% 1

Anja 2012 | DCA | Randomizado | 11 | 10.5 | LifePort | UW/HTK | 85 85 34.1% | 29.4% 0.58 | 12.9% | 3.5% | 0.02
Gallinat(32)

Tabela 4 - Principais estudos comparativos entre os resultados obtidos com maquina de perfusao hipotérmica vs preservacao estatica em frio
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N°Duracao da

Sobrevivéncia do

Sobrevivéncia do

Tino d N®de Rins | Hospitalizagao dialise (dias) enxerto a 1 ano paciente a 1 ano
Estudo Ano 'Po de Tipo de estudo
dadores PEF MPH
PEF | MPH | PEF | MPH | N Dias N dias PEF MPH p PEF MPH | p
Plata-Munoz(2) | 2008 | DMCirc Coorte 30 30 14 10 - - - - 93% 100% | ns 93% 100% | ns
Moustafellos(37) | 2007 | DMCirc | Retrospectivo | 18 18 14.1 8.1 - - - - - - - - - -
Watson et al(7) | 2010 | DMCirc Multiplo 45 45 - - 26 | 5|25 |7 98% | 93.3% | 0.3 100% | 93% | 0.08
al;g’g(s 462t) 2009 Il)waC?FC Randomizado | 336 | 336 | 18 19 ol o - -] 90% | 94% | 0.04 | 97% | 97% | 0.04
Treckmannet | o171 | pCA | Randomizado | 91 | 91 - - Sl o] o] -] 802% | 923% | 0.02 | 96.7% | 2>* | 030
al(39) %
Kwiatkowaki(40) | 2009 MC Randomizado | 37 37 - - - - - - | 86.4%* | 94%* - - - -
I. Jochmans(41) | 2010 | DMCirc | Randomizado | 82 82 - - - - - -1 95.1% | 93.9% - 97.6% 906/' 3 -
0
Anja Gallinat(32) | 2012 | DCA Randomizado | 85 85 23 21 - - - - 81% 89% 0'91 3 95%%* 9(;3 0.79
0

Tabela 5 - Principais estudos comparativos entre os resultados obtidos com maquina de perfusao hipotérmica vs preservacao estatica em frio

*célculo efetuado a partir da perda de enxerto/morte a um ano.

O estudo de Trechmann (35) apresenta ainda valores referentes apenas aos que registaram fung¢do tardia do enxerto, PEF=85% vs MPH 41%
p=0.003. No grupo preservado com MPH, ha uma diferen¢a de 10% na sobrevivéncia do enxerto a um ano quando ocorre fun¢do tardia do
enxerto quando comparada com a sobrevivéncia a um ano dos rins com fun¢ao imediata (94% vs 85% p=0.164). Quando ocorre funcdo tardia do
enxerto no grupo PEF, o efeito na sobrevivéncia do enxerto ¢ marcado (41% vs 97%).
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5.5.2.2 Perfusao Normotérmica

Desde os primordios da transplantacdo que os 6rgdos sao preservados com recurso a
hipotermia. Embora o arrefecimento dos 6rgdos tenha muitos aspetos positivos tem também
efeitos deletérios. Neste sentido, as técnicas de perfusio normotérmica oferecem uma
alternativa na preservacao e recuperacdo de enxertos tendo, por esse motivo, vindo a ser
gradualmente adotadas na pratica clinica em transplante de 6érgaos solidos (43).

O elemento-chave da preservagao normotérmica ¢ a manutengcdo do rim num estado
semelhante ao seu estado fisioldgico isto €, dentro de uma temperatura proxima dos 37°C,
fornecendo-lhe a0 mesmo tempo oxigénio e nutrientes para suportar o metabolismo aerdbio.
(35,44) Deste modo, a perfusdo normotérmica minimiza os efeitos deletérios da isquémia-
reperfusdo e permite ndo sO a preservacao como também a recuperacao funcional do 6rgdo. A

perfusdo normotérmica pode ser aplicada de trés formas diferentes:

1. Perfusdao Normotérmica Regional (PNR), imediatamente antes da colheita do 6rgao
em dadores em morte circulatoria;

2. Maquina de Preservagdo Normotérmica (MPN), durante o periodo de preservacao
propriamente dito;

3. Recondicionamento Normotérmico (RN), durante um curto periodo imediatamente

antes da implantagdo do 6rgao.

5.5.2.2.1 Perfusao Normotérmica Regional
A manutencao da circulagdo a temperatura corporal ou temperatura ambiente usando um
suporte extracorporeo de oxigenacao por membrana (ECMO) por um periodo de tempo antes

do arrefecimento in-situ define o que designamos de Perfusdo Normotérmica Regional (44).
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Também conhecida como condicionamento do dador, esta técnica mantém uma perfusao
semifisioldgica de sangue autdlogo termorregulado. Esta ¢ conseguida através da colocagao
de um baldo oclusivo na aorta descendente, limitando a circulagdo aos Orgaos
abdominais(10,45). Estudos comparativos entre perfusdo hipotérmica e perfusdo
normotérmica regional mostraram que a incidéncia de fung¢do tardia do enxerto e disfuncao
primaria do enxerto foram significativamente menores com a ultima (46,47). A sobrevivéncia
a 5 anos para orgaos de dadores em morte circulatoria submetidos a PNR mostrou ser
equivalente a sobrevivéncia de 6rgaos de dadores vivos ou de dadores em morte cerebral(46).

Segundo o estudo de Magliocca et al (47) o uso de perfusdo normotérmica regional com
recurso a0 ECMO em dadores apds morte circulatoria aumentou em 33% o pool de
potenciais dadores com resultados a curto prazo semelhantes aos obtidos com rins de dadores
em morte cerebral. O potencial aumento associado a esta técnica pode ser decorrente da sua
capacidade em otimizar 6rgdos que até a data eram considerados como subo6timos, fazendo
destes uma possibilidade para expandir o niimero de transplantes realizados. Embora mais

utilizada em normotermia, esta técnica pode também ser aplicada em hipotermia (tabela 6).

Potenciais beneficios da perfusao regional

Hipotérmica
Mais eficiente arrefecimento do o6rgao
Reducao do tempo de isquémia quente
Troca de géas continua durante a recuperagao do 6rgao e replecao das reservas de
energia celulares

Normotérmica
Restaura o metabolismo e processos celulares normais antes da isquémia fria

Replegao das reservas energéticas celulares

Reducao dos produtos de degradacao nucleotidica

Inducao de antioxidantes enddgenos

Reducao dos efeitos vasoconstritores da hipotermia
Avaliagdao compreensiva da viabilidade antes da recuperacao

Tabela 6 - Beneficios da perfusdo regional em hipotermia e normotermia
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5.5.2.2.2 Maquina de Perfusao Normotérmica

A maquina de perfusdo normotérmica tem surgido como uma transi¢do das atuais
técnicas utilizadas.

Segundo esta técnica, o rim ¢ colocado dentro de uma camara a partir da qual o efluente
venoso pode ser recolhido e o fluido urinario pode ser drenado através do uréter. A artéria
renal ¢ canulada para fornecer um fluxo sanguineo ou de perfusato continuo e recirculado. O
sistema incorpora, em regra, uma bomba, um oxigenador, e um sistema de
aquecimento(8).Em alguns casos as maquinas utilizadas na perfusdo hipotérmica sao
adaptadas, noutros casos sao usadas maquinas que recorrem a circuitos semelhantes aos
usados na dialise, permitindo estas um controlo otimizado da fun¢do renal. Porém,

dispositivos mais elaborados,

Nutrientes, fluidos, solugdes de .
glucose sio infundidos nalinha especificamente desenhados para o

arterial e no reservatdrio venoso

efeito também estao disponiveis, como

¢ o caso do IPOS (sistema de
preservacao de orgao isolado — Figura
Sonda de . .
Fluxo 4) (44). Este conhecido sistema
YRR N — . ) o
Transdutor — S, i evoluiu a partir da maquina de bypass
de pressdo p l
cardiopulmonar pediatrica usada em
Renervaticio muitos estudos experimentais (48).
Venoso
Oxigenador
e aquecedor coletor de
urina
Sonda de Bomba
Temperatura Centrifuga
Suprimento Suprimento
arterial venoso

Figura 4 - Diagrama esquematico do sistema de preservacao de 6rgao isolado. As setas
indicam a direcao do fluxo sanguineo ou do substituto utilizado.
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A parte de ter a maquinaria disponivel, a composigdo do perfusato ¢ uma parte vital desta
técnica. E responsabilidade do mesmo garantir uma entrega adequada de nutrientes e
oxigénio por forma a manter a integridade celular e vascular (44).

Uma solugdo semelhante ao sangue ¢ a escolha mais natural, uma vez que os glébulos
vermelhos sdo, por si s6, um excelente transportador de oxigénio. Contudo, pode ocorrer
hemolise, ativagdao plaquetar e degradagao de produtos durante a perfusdo. Estes efeitos
devem-se principalmente ao aumento da resisténcia e do edema tecidular, sendo sobretudo
evidentes durante periodos de preservagdo mais prolongados (43). Em todo o caso, o atual
recurso a bombas e a oxigenadores faz com que este seja, ainda hoje, um perfusato seguro
quando a respeito de curtos tempos de preservacao (49). De destacar que os leucdcitos sdo,
dos componentes celulares do sangue, os maiores intervenientes na lesdo por isquémia e por
1sso a deplecdo de leucocitos ¢ um passo importante. O recurso a sangue do Banco de Sangue
deixa de parte esse problema uma vez que esse sangue ¢ naturalmente depletado de
leucocitos. Além desta deplegdo, seria também importante tentar o uso de sangue com fragdes
menores de complemento.

Um alternativa ¢ o uso de substitutos, essencialmente perfluorocarbonetos (PFCs) ou
solucdes semelhantes a hemoglobina.

O Perflurobon, emulsdao de perfluorocarbonetos, foi a primeira solucdo acelular
desenvolvida para utilizagdo em preservacao normotérmica. Esta ¢ semelhante a um meio de
cultura enriquecido com aminoacidos essenciais e nao essenciais, lipidos e carbohidratos(43).

A propriedade mais reconhecida deste tipo de solugdes ¢ a sua grande capacidade em
dissolver oxigénio, cerca de 25 vezes superior ao sangue ou a agua (44). Porém, eram tidas
como bastante instaveis e incapazes de ser esterilizadas, além de um conjunto de efeitos
adversos como hipotensao, anafilaxia e ativacdo do complemento (1* geragdo de PFCs) (43).

Novas investigacdes tém vindo a ser feitas e estdo ja disponiveis PFCs de segunda e terceira
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geracdao, mais estaveis € com menos efeitos secundarios. Exemplo disso ¢ o Oxygent, um
PFC de terceira geracdao, que diferente de outros PFCs possui também a capacidade de
minimizar os efeitos deletérios associados ao periodo de isquémia quente, através da
possibilidade de infusdo retrograda via uréter (50). Hoje em dia ja usado comercialmente,
porém pouco difundido essencialmente devido aos custos associados.

Em geral, os PFCs sdo capazes de libertar oxigénio a favor de um gradiente de
concentragdo, independentemente da temperatura, criando um ambiente altamente oxigenado.
Uma vantagem deste tipo de solugdes ¢ o facto de poderem ser adicionados a solucao de
preservacao utilizada em preservacdes estaticas numa técnica chamada de método das duas
camadas (10,34,51). Este método ¢ assim denominado em func¢ao das duas camadas que se
formam fruto das diferentes densidades dos seus constituintes, o PFC em baixo e a solucao de
preservacao em cima. O 6rgdo ¢ entdo colocado na solugcdo e permanece entre as duas
camadas. Uma das limitacdes ¢ a dificuldade em fazer penetrar o oxigénio e a solucdo em
profundidade, sobretudo em 6rgaos capsulados como € o caso do rim (52).

No que diz respeito ao uso de PFCs em sistemas de perfusdo continua, embora tenha sido
incentivado, sobretudo no inicio da utilizagdo de substitutos em perfusao normotérmica, a sua
utilizagao ¢ limitada fruto da sua instabilidade e dos efeitos adversos (51).

Outro grupo de substitutos utilizados sao as solucdes com transportadores de oxigénio
semelhantes a hemoglobina (hemoglobin-based solutions). Um exemplo ¢ a Lifor, uma
solucdo que contém um transportador de oxigénio ndo proteico, nutrientes e fatores de
crescimento (43). Tem sido reconhecida pelos seus beneficios em diminuir a apoptose,
sobretudo apos lesdes isquémicas. Apesar da toxicidade associada ao seu uso ser marcada, os
estudos em rins humanos sdo ainda limitados (44). Outro exemplo ¢ a AQIX-RS-I, uma
solucdo ndo tamponada por fosfato, em que a sua composicdo se baseia nas concentragdes

i6nicas fisiologicas, determinando osmolaridade e condutividade ionica semelhantes as
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normais, permitindo manter a integridade das membranas e a atividade enzimdtica das
células, suportando deste modo o metabolismo e atividade celular a temperaturas normais
(44). Neste caso, o transporte de oxigénio ¢ feito por dissolugdo ou, em alguns casos, pode
também misturar-se globulos vermelhos.

Dentro deste grupo, a solugdo mais recente ¢ a Hemoxycarrier, a qual faz uso de uma
molécula promissora que ¢ a Hemarina-M 101, uma hemoglobina extracelular derivada de um
invertebrado marinho(51). Este pigmento respiratério tem elevada afinidade pelo oxigénio e
marcada atividade antioxidante, funcionando numa amplitude térmica entre 4-37°C, o que
possibilita, em teoria, o0 seu uso tanto em normotermia como em hipotermia (44). Apesar de
tudo, ainda nao existem dados conclusivos quanto ao seu uso em normotermia € em rins
humanos.

Muitas das vezes um periodo de perfusao normotérmica ¢ combinado com um periodo de
perfusao hipotérmica ou com um periodo de preservacao estatica. Os rins submetidos a este
tipo de estratégia registaram menos lesdo tubular, aumentaram o fluxo sanguineo e a
oxigenacdo e eram mais estaveis do que aqueles que foram preservados com recurso a
hipotermia (53).

Até a data poucos estudos em humanos comparam esta técnica com as demais. No estudo
de Nicholson e Hosgood (54), o uso de perfusdo normotérmica ex-vivo em 6rgaos de dadores
com critérios alargados demonstrou uma diminui¢ao na fungdo tardia do enxerto quando
comparado com os métodos de preservacao estatica em frio (5.6% vs 36.2%), embora ndo
registassem diferencas na sobrevivéncia a 1 ano do enxerto ou do paciente.

Permanece em aberto a discussdo se as vantagens oferecidas por este tipo de preservacao
e o numero efetivo de rins que se conseguem preservar € recuperar com a mesma, que
eventualmente seriam descartados com as demais, contrabalancam os custos associados a

mesma.
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5.5.2.2.3 Recondicionamento Normotérmico

O uso de um periodo de perfusdo normotérmica imediatamente antes do implante do
orgdo no recetor ¢ chamado de recondicionamento normotérmico e parece ser efetivo em
melhorar a fungao renal, sobretudo em rins que sofreram um periodo de isquémia quente (8).

Uma vantagem de restaurar o metabolismo celular durante a preservacao ¢ a possibilidade
de manipular/ tratar/ otimizar o rim antes do transplante, o que em rins de dadores com
critérios alargados ou de dadores por morte cardiaca parece ser uma mais valia.

Nicholson e Hosgood (54) concluiram que um periodo de perfusdo normotérmica em rins
60 minutos antes de serem implantados no dador parece ter efeitos benéficos, embora a
duragdo considerada 6tima ainda nao tenha sido determinada. Este curto periodo de tempo ¢
suficiente para restaurar os niveis de ATP e a funcdo renal, sem atrasar o processo de

transplante.

5.5.2.3 Persuflacao Venosa de Oxigénio

A persuflacdo de oxigénio ¢ uma técnica simples através da qual o oxigénio filtrado e
humidificado ¢ instilado diretamente nos vasos renais. O gas ¢ depois libertado por pequenos
poros na superficie do rim (51). A persuflacdo pode efetivamente fornecer oxigénio ao rim e
suportar o metabolismo aerobio, sendo isso comprovado pela geragdo de ATP durante o
periodo de preservagao (29). Este método mostrou excelentes resultados na recuperagao de

orgdos de dador em morte cardiocirculatoria (30).
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5.6 Oxigenacio em preservacio de enxertos

No passado, acreditava-se que a oxigenacao era um componente essencial da preservacao
como forma de manter o metabolismo celular e prevenir lesdes de isquémia. No entanto, com
a introducdo das modernas solugdes de preservacao e a adogdo da preservacao estatica em
frio como técnica padrao, o oxigénio deixou de ser visto como fundamental e tem vindo a ser
cada vez menos utilizado durante a preservacao (51). Entretanto, como aconteceu com a
maquina de perfusdo, a mudancga nas caracteristicas do pool de dadores, motivou também o
revisitar da oxigenagao durante a preservagao.

Hoje em dia, os resultados comparativos entre séries preservadas com e sem oxigenacao
sao divergentes. No entanto, a oxigenacao pode ser particularmente benéfica em rins que
sofreram lesdao por um periodo de isquémia quente ou isquémia fria (51). A maquina de
perfusdo, em particular em normotermia, ou a persuflagao retrograda tém sido as técnicas de
escolha para a sua aplicacao.

A oxigenacao deve ser utilizada de forma seletiva uma vez que os beneficios da mesma,
sobretudo em condigdes de hipotermia ndo sdo homogéneos, particularmente no caso de rins
com lesodes de isquémia minimas os quais podem nao beneficiar de oxigenacao (29,36,51).

Apesar de todos os possiveis efeitos benéficos da oxigenagdo, um aumento do oxigénio
disponivel pode levar a formacao de espécies reativas de oxigénio (34), razdo pela qual
fixadores de radicais livres/antioxidantes (superoxido dismutase) devem ser adicionados a
solucdo de preservagao (30,51).

Embora a hipotermia aumente a solubilidade do oxigénio, o aumento das cargas elétricas
devido a presenga de agentes oncoticos no perfusato, diminui o coeficiente de solubilidade de
algumas moléculas apolares, como ¢ o caso do oxigénio (29). Uma opg¢do para contornar este
tipo de problema ¢ a utilizagdo de oxigenagao hiperbarica (29,51). Embora a oxigenacao

hiperbéarica tenha demonstrado beneficio quando aplicada antes de retirar o 6érgao do dador e
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durante a perfusdo, como forma de regular em baixa os processos de isquémia reperfusao,
esta técnica nao ¢ aplicada de forma regular (51).

Um periodo de perfusdo com oxigenag¢dao apoOs preservacao estatica em frio tem sido
utilizado para recuperar e condicionar o6rgaos, corrigindo os défices de ATP, reduzindo o

stress oxidativo e melhorando a viabilidade (51).
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5.7 Avaliacao da Viabilidade do enxerto

A avaliagdo da viabilidade do enxerto tem vindo a tornar-se cada vez mais importante a
par do aumento do uso de 6rgaos de dadores marginais (54). A associagdo destes 6rgaos a
maiores taxas de fung¢do tardia do enxerto, disfuncao primaria e perda do enxerto ¢ também
inevitavel. Desta forma, diariamente € colocada a questdo: aceitar ou nao aceitar determinado
6rgdo para transplante? E certo que obter uma resposta segura é algo que ainda hoje é muito
complicado. Nao hd uma forma objectiva, sélida e com acuracia suficiente que permita uma
avaliacdo exata do risco de fung¢do tardia do enxerto, disfuncdo ou até mesmo de perda do
enxerto.

Em teoria, a avaliacdo da viabilidade pode ser feita durante o processo de preservagao,

antes de retirar o rim do possivel dador ou apds o implante do rim no receptor.

5.7.1 Avaliacio da viabilidade antes da colheita do enxerto

A ideia de que as caracteristicas do dador estdo diretamente relacionadas com a qualidade
do 6rgdo e, assim, com os resultados obtidos com o transplante do mesmo, acompanhou a
transplantacao desde sempre. Contudo, ¢ muitas vezes dificil de objetivar que caracteristicas
sdo essas e de que forma ¢ que elas afetam o 6rgdo a ponto de influenciar os resultados
obtidos no transplante.

A classificagdo de alguns dadores como dadores com critérios alargados (definidos
anteriormente), reduziu, a partida, uma grande parte dos Orgdos que até entdo eram
descartados. Entretanto, varios scores de risco t€ém vindo a ser desenvolvidos por forma a
tentar uma avaliagdo mais objectiva.

O Deceased Donor Score classifica os rins em 4 categorias (A-D), para esta classificacao

combina a idade, a historia de hipertensdo, clearance da creatinina, compatibilidade HLA e a
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causa de morte do dador(55). O uso deste score apresenta uma relagdo mais estreita com o
risco de funcao tardia do enxerto ou sobrevivéncia do enxerto quando comparado com a
simples classificagdo como dador com critérios alargados (56).

O Donor Risk Score, mais recente, categoriza os rins em 5 categorias ( I- V) através da
utilizag¢ao de 10 factores de risco para sobrevivéncia do enxerto: idade do dador, raga, historia
de hipertensdo ou diabetes, causa de morte, tempo de isquémia fria, HLA-A/B/DR e
incompatibilidade (55).

Em 2009 foi desenvolvido um novo score, Kidney Donor Risk Index, este consiste numa
formula na qual s3o introduzidos todos os factores de risco do dador e do receptor. O
resultado encontrado estabelece uma comparacao relativa entre o possivel candidato a
transplante ¢ um dador / receptor de referéncia (55).

Embora os scores possam ser um bom meio auxiliar para a tomada de decisdes, a sua
capacidade preditiva continua a ser baixa. Decisoes clinicas de aceitar ou rejeitar determinado
enxerto devem por isso ser sempre decisdes integradas, com a no¢ao de que muitas das vezes
uma alteracao apenas num dos parametros pode representar a diferenca entre o score predizer
uma determinada probabilidade de funcdo tardia do enxerto em funcao de outra, que pode

induzir em decisoes clinicas completamente diferentes.

5.7.2 Avalia¢ao da viabilidade durante a preservaciao do enxerto

As bidpsias renais pré-transplante sao muitas vezes realizadas em 6rgaos de dadores mais
velhos e sd0 uma causa major de rejeicdo de o6rgdos para transplante (55). Um dos grandes
achados a bidpsia que motiva esta rejeicao € o grau de glomeruloesclerose, sendo o cut-off de
20% o utilizado pela grande maioria dos centros (57) . E plausivel que, embora a biopsia seja

um método de observacao direta do 6rgao, seja também um método muito questiondvel. Até
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que ponto ¢ que um conjunto de fragmentos refletem o estado global do 6rgao e até que ponto
¢ que nao ¢ uma técnica muito dependente do patologista? Até que ponto ¢ que esta reflete
danos vasculares imperiosos?

Em todo o caso, rins de dadores com mais de 60 anos submetidos e selecionados tendo
em conta a bidpsia pré-transplante tém uma sobrevivéncia semelhante a de rins de dadores
jovens e, uma sobrevivéncia maior quando comparada com rins de dadores com mais de 60
anos selecionados apenas com base em critérios clinicos (55).

Além do eventual beneficio em diminuir a funcdo tardia do enxerto em rins de dadores
subdtimos ou sujeitos a longos periodos de isquémia, a maquina de perfusdo oferece a
oportunidade de avaliar a viabilidade desses orgdos. Essa avaliacdo pode ser feita tanto
através de biomarcadores na solu¢ao de preservagdo, como através de parametros mecanicos
fornecidos pela maquina.

Dentro dos parametros fornecidos pela maquina, a pressao e o fluxo sdo faceis de
monitorizar sendo, por isso, frequentemente utilizados. A resisténcia renal ¢ dada pelo ratio
entre a pressao de perfusdo e o fluxo renal, sendo deste modo inversamente proporcional ao
fluxo. A resisténcia no final da maquina de perfusdo ¢ um fator de risco independente para o
desenvolvimento de fung¢ao tardia do enxerto, independentemente do tipo de dador (55). Rins
com baixo fluxo e uma alta resisténcia sdo menos perfundidos e menos bons para transplante
(30).

A média do fluxo ¢ atingida pelas 2 horas de perfusao, a resisténcia apos 2 horas ou mais
¢ preditiva de funcdo tardia do enxerto, enquanto a resisténcia inicial ¢ preditiva de
sobrevivéncia do enxerto a um ano (58).

Um dos problemas levantados ¢ o facto de nao se saber qual a duracao de perfusdao mais
adequada. Tal facto pode culminar com a obtencao de valores de resisténcia que levem a uma

descarga de 6rgaos em situagdes em que ainda nao tenha decorrido tempo suficiente para que
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o fluxo atinja um valor aceitdvel(58), uma vez que os rins tendem a diminuir a resisténcia e a
aumentar o fluxo com o passar do tempo. Por outro lado, a uma tentativa de periodos de
perfusdo mais longos corresponde também um maior tempo de isquémia e a duragdo ideal da
perfusdo ¢ ainda um ponto que permanece pouco esclarecido.

Nos EUA, os pardmetros de perfusdo sdo responsaveis por uma rejeicao anual de 15%
dos rins submetidos a este tipo de preservagdo, a maior parte por valores elevados de
resisténcia (57). Contudo, a capacidade preditiva dos parametros fornecidos pela maquina,
por si s0, ndo € suficiente para aceitar ou rejeitar um rim pré-transplante (35,55).

Numa outra vertente, pensa-se que a concentragdo de biomarcadores no perfusato possa
estar relacionada com os resultados do enxerto (55). Os biomarcadores correspondem a
moléculas, na maior parte dos casos enzimas, que resultam do washout efectuado pelo
perfusato. Consistem em agentes libertados aquando do dano tecidual, proteinas associadas a
inflamacao, radicais livres ou moléculas com potencial redox.

Uma grande quantidade de marcadores tem sido associada a lesdo renal: Lactato
desidrogenase (LDH), alanina aminopeptidase (Ala-AP), glutationa-S-transferase (GST),
aspartato aminotrasnferase (AST), produtos de peroxidacao lipidica (LPOP), proteina ligante
de 4cidos gordos do tipo cardiaca (H-FAB), N- acetil- B- D- glucosaminidase (NAGQG),
fosfatase acida, interleucina 18 (IL-18), lipocalina associada a gelatinase de neutrofilos
(NGAL)(59). S6 a GST, NAG e H-FAB foram reconhecidos como fatores de risco
independentes para funcdo tardia do enxerto, mas ndo o foram para disfung¢do primaria ou
sobrevivéncia do enxerto (60).

Nao ha relacao entre a informacgao fornecida pelos biomarcadores ¢ a resisténcia durante a
preservacao, sugerindo que podem refletir aspetos diferentes (55). Assim, eles devem ser
usados em combinagdo e conjugados com a informagao clinica. Nenhum parametro isolado ¢

sensivel o suficiente para predizer com seguranga a qualidade do enxerto (10).

46



As novas abordagens para a avaliacdo da viabilidade pré-transplante utilizam métodos de
imagem e consistem no uso da ecografia contrastada e da ecografia tridimensional durante a
perfusao pela MPH. Apresentam-se como uma forma rapida, bem tolerada, asséptica e nao
invasiva de avaliar a viabilidade, contudo apenas testadas em modelos animais (59).

Uma outra abordagem para avaliagdo da viabilidade ¢ o uso da ressondncia magnética
espetral ou espetroscopia por ressonancia magnética (RME). Esta, utilizada antes para avaliar
lesdes de isquémia, permite tragar o perfil metabolico do perfusato, o qual pode ser preditivo
dos resultados obtidos com o enxerto (10). Esse perfil metabolico ¢ calculado com base no
“chemical shift” durante a perfusio com o uso de "H ( espetroscopia de protdes) ¢ >'P-RME
(espetroscopia do fosforo por ressondncia magnética) (59). A tltima tem mais interesse na
medida em que permite avaliar os niveis de ATP sobretudo em rins ndo sujeitos a isquémia
quente, quando a tensdo de O, na solugdo de preservacao ¢ adequada.

Testes incluindo funcao das células renais e tubulares, ou avaliacdo das mudancgas no peso do
orgdo podem ser usados em simultdneo para uma avaliagdo mais compreensiva da condi¢ao
do rim (44).

A perfusdao normotérmica pode oferecer uma mais acurada avaliagdo da viabilidade

comparativamente com perfusao hipotérmica (44,55), uma vez que com a ultima o

metabolismo celular é sustentado.
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5.8 Manipulacio do enxerto

A manipulagdo do enxerto levanta ainda muitas questdes. Provavelmente, a mais
relevante ¢ saber qual o melhor timing para tentar melhorar ou tratar eventuais danos. As
opgoes de intervencdo no que diz respeito a manipulacdo do enxerto sdo possiveis a

diferentes niveis como demonstrado na figura 5.

* Pré-condicionamento isquémico
Dador * Circulagdo normotérmica regional

 Conteudo da solucdo de preservacao (polietileno
glicois)

* Méquina de Perfusdo (oxigénio, temperatura)

* Suplementacao farmacolégica (inflamagao,
coagulagdo, metabolismo energético, oxigénio

* Modulacdo da expressdo génica (siRNA)

Durante a Preservacao

* Terapéutica Celular (adipdcitos, amnidcitos, células

Recetor estaminais)
* Pos-condicionamento (eritropoietina, adenosina)

Figura 5 - Terapéuticas de manipulagdo do enxerto em fungdo dos diferentes niveis de

atuacdo: no dador, durante a preservagao e no recetor. (Adaptado de Delphine Bon (10))

Os principais objetivos, seja qual for a fase em que se tente intervir € a evicgdo das
principais caracteristicas associadas a lesdo crénica do enxerto como atrofia tubular, fibrose

intersticial, espessamento da intima dos vasos e glomeruloesclerose, sendo a isquémia-
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reperfusdo um complexo com um papel decisivo no iniciar de qualquer um destes tipos de
processos.(13)

O primeiro nivel de atuag¢ao possivel ou o mais precoce ¢ tido quando o rim esta ainda no
dador e consiste em tentar evitar ou modular os efeitos deletérios induzidos pela morte do
dador no 6rgdo para transplante. A este nivel os cuidados prendem-se, por exemplo, com a
forma como abordamos o doente em morte cerebral, por forma a reduzir os efeitos
fisiopatologicos decorrentes deste estado. A administracdo de catecolaminas pareceu
melhorar a fun¢do do enxerto, tendo a administracdo de dopamina sido associada a uma
diminui¢do da funcao tardia do enxerto e a um aumento da sobrevivéncia (13,61), enquanto a
administracao de norepinefrina ¢ considerada no estudo de Giral M. (62) como um factor de
risco para uma mais prolongada funcao tardia do enxerto.

Uma outra abordagem, também ela numa fase precoce e ainda antes de explantar o rim do
corpo do dador, ¢ o pré-condicionamento isquémico do o6rgao. Esta técnica consiste em
induzir no 6rgao uma tolerancia a isquémia, através da criacdo de periodos curtos e ciclicos
de isquémia e reperfusdo mediante a clampagem intermitente do pediculo vascular do
0rgao(3,10,63). A abordagem classicamente descrita ¢ cirargica, porém o desenvolvimento
de uma estratégia nao invasiva (mediante a indu¢do de curtos ciclos de isquémia com recurso
a bracadeiras como as utilizadas para a medigao da pressao arterial nos membros) tem vindo
a ser assunto de discussdo. Embora o pré-condicionamento isquémico ainda nao seja aplicado
na pratica clinica, em teoria tanto uma abordagem como outra, sdo intervengdes simples com
potencial para serem aplicadas em diferentes 6rgaos (63). Outra opcao, ainda que dentro
deste grupo ¢ a perfusao normotérmica regional (PNR), anteriormente descrita.

A forma mais fécil e direta de manipular o 6rgao ¢ durante o periodo de preservacao, uma
vez que este abre uma janela para a possibilidade de administragcdo de diferentes agentes com

capacidade de reduzir eventuais danos e restabelecer a funcionalidade do 6rgao. Estes agentes
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tanto podem ser incluidos na solug¢do de preservagcdo como injetados diretamente nos vasos
canulados. Uma vantagem deste tipo de estratégia ¢ a possibilidade de utilizar estas
substancias em doses superiores aquelas que sdo usadas in vivo, ndo esquecendo que todas
devem ser dadas na forma de substincias ativas. Este grupo de agentes inclui desde
antibioticos, antiviricos, antifungicos, anti-inflamatodrios, vasodilatadores para aumentar a
perfusao sobretudo a nivel da microvasculatura, agentes fibrinoliticos como via de dissolugao
de pequenos microtrombos, até¢ agentes osmoticos para reduzir o eventual edema intersticial
(35).

Moléculas soluveis libertadoras de monodxido de carbono, dadores de 6xido nitrico podem
aumentar o fluxo sanguineo renal através da inducdo do relaxamento do musculo liso
vascular (via ativagdo de guanil-ciclases soluveis importantes na produgao de cGMP), sendo
reconhecidas como importantes alvos no tratamento de lesdes de isquémia-reperfusao,
influenciando as taxas de rejeigcdo e a sobrevivéncia do enxerto renal (16,43,44).

O uso de ciclosporina ou tacrolimus durante o periodo de preservacao relaciona-se com
uma maior sobrevivéncia do enxerto ¢ com a reducdo das caracteristicas acima descritas
como associadas a lesdo cronica do enxerto. Contudo, ndo ¢é claro se esse efeito se deve ao
seu potencial como imunossupressores ou a redugdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG)
associada aos inibidores da calcineurina, este ultimo pode mimetizar o efeito obtido com a
administracao de IECAs (13). Uma reducao na TFG, como aquela que ¢ obtida com o uso de
IECAs, reduz a velocidade de destrui¢ao do enxerto (13).

Outros exemplos sao o factor de crescimento dos fibroblastos (FGF) e andlogo do heme
(cobalto protoporfirina —CoPP, com capacidade para regular positivamente o gene da
hemoxigenase-1). Ambos proporcionam, em modelos ainda experimentais, uma recuperacao
ativa em rins submetidos a isquémia quente (43,44). O ultimo, por meio da redugdo da lesao

induzida por radicais livres (efeito antioxidante) e por efeitos anti-inflamatorios.
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Uma outra abordagem ¢ a administracdo endovenosa de siRNAs (RNAs de interferéncia)
ou vetores virais (35) dirigidos ao p53, conhecido como sendo um importante indutor de
apoptose das células tubulares renais, porém os estudos com siRNAs sdo ainda experimentais
(10).

No plano da atuagdo ao nivel do receptor, merece destaque o chamado pds-
condicionamento. Na maioria dos casos trata-se de um pds-condicionamento isquémico,
conseguido através da utilizacdo de um conjunto de moléculas como adenosina, opidides,
bradicinina, eritropoietina, 6xido nitrico endogeno, acetilcolina, TNF e IL-6 e diminui¢ao da
expressao de factores teciduais (3,10,16). Estas mesmas moléculas podem também ser usadas
em pré-condicionamento (remote ischemic preconditioning), podendo em ambos 0s casos ser
administradas farmacologicamente ou como moléculas intermediarias que atuem em vias de

sinaliza¢do que culminam na expressao das anteriores.

5.8.1 Terapéutica celular e Terapéutica Génica

A maquina de perfusdo, para além das eventuais vantagens acima discutidas, pode
oferecer uma ferramenta para reparagdo e¢ aumento da qualidade dos orgdos antes da
transplantacdo, podendo mesmo imunomodula-los a ponto de os proteger da resposta
imunoadaptativa do recetor (35).

Terap€utica com stem cells e terapéutica génica sao areas que, embora ainda em
investigacdo, podem ser aplicadas durante a preservacdo normotérmica ex-vivo, sendo
dirigidas sobretudo a problemas como rejeicao e fibrose (54).

A neonefrogénese ¢ definida como a capacidade do tecido renal em regenerar, embora
seja ainda pouco evidente em humanos, representa uma abordagem promissora para enxertos
renais (10). As células tronco mesenquimatosas (MSC) com a sua capacidade de

diferenciagdo em maultiplas linhagens celulares, com propriedades imunomoduladoras e com
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capacidade de secretar mediadores soluveis, assumem um papel de particular importancia na
transplantacdo de orgdos soélidos (10,11,35,43). Estas sdo fonte de secrecdo de fatores de
crescimento, citocinas com efeito mitogénico, anti-apoptotico e anti-inflamatério (43). Este
tipo de células possui também a capacidade de se fixar (homing) no tecido danificado. Deste
modo, a administracdo sistémica das mesmas pode ser dificil. Esta limitacao ¢, contudo,
ultrapassada pela sua administragdo durante a perfusao do 6rgao ex-vivo (43). A maquina de
perfusdo ¢ a unica plataforma para administrar seletivamente MSCs diretamente no 6rgao,
superando assim questdes como homing e trafficking (35). Além das stem cells
mesenquimatosas, podem também ser usadas células do estroma vascular dos adipdcitos, com
interesse na eviccdo de um segundo enxerto, bem como stem cells da linhagem amnidtica
(10).

As experiéncias com células tronco em transplantacao tém emergido como tentativa de
atenuar a severidade das lesdes por isquémia-reperfusao e facilitar a recuperacao das mesmas,
bem como reduzir a rejei¢ao aguda e cronica (35).

Quanto a terapia génica, a sua capacidade de inser¢ao de genes como forma a bloquear
ou estimular vias celulares associadas a rejei¢do aguda ou cronica torna-a uma terapia
bastante atrativa em transplantacdo (16,43). Esta pode ser realizada com recurso a vetores
(virais ou ndo virais), embora a sua capacidade de estimular o sistema imune e toxicidade
seja significativa, sobretudo com os primeiros e, por isso, com reconhecidas limitagdes. Tal
como sucede com a terapia com MSCs e do mesmo modo, também aqui a perfusdo
normotérmica ex-vivo contorna esse problema.

No que diz respeito a terapia génica, o papel da altera¢ao das vias de sinalizagdo celular
na protegdo de 6rgdos durante a hipotermia e durante a reperfusdo continua por explicar. E
uma area complexa e envolve uma variedade de vias de sinalizagdo em interacao. Curioso € o

facto de que, embora a hipotermia seja permissiva no que toca a ativa¢ao do factor iniciador
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de uma das principais cascatas celulares, a via das MAPcinases, o0s passos
subsequentes/efetores estao suprimidos durante a hipotermia até ao reaquecimento do 6rgao
(3).

A modulagdo deste tipo de sinalizacdo através de administragdo de factores de
crescimento receptor-mediados ocorre numa escala temporal compativel com a logistica e
timing inerente a colheita e preservacao de 6rgaos.

A administragdo de ligandos de proteina, como fatores troficos que afetam as cascatas de
sinalizagdo (IGF-1, NGF-f3 e substancia P) tem demonstrado aumentar a performance do
enxerto pos-transplante e diminuido as lesdes de longo prazo, como a hipertrofia da
intima(3). A combinagao destes factores com antibioticos resulta numa quase duplicagao da
duracdo de uma preservacao estatica segura e reducdo das demais lesdes isquémicas em

intervalos curtos de preservacao (3).
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6. Discussao e Conclusao

Nao existe, até a data, uma técnica de preservagdo ideal e universalmente recomendada.
Embora a preservagao estatica em frio seja, ainda hoje, o padrao das técnicas de preservagao,
esta tem vindo a ser apontada por apresentar algumas limitagdes, sobretudo no que diz
respeito a preservagdo de orgaos suboOtimos (6rgaos de dadores com critérios alargados e
dadores em morte cardiocirculatoria). Estes sdo caracteristicamente dotados de uma maior
sensibilidade a isquémia, o que justifica, em parte, alguma da relutancia face ao seu uso.

O aumento da utilizagdo deste tipo de 6rgados, motivado pela discrepancia crescente
entre o numero de dadores € o nimero de doentes em lista de espera, incentivou o revisitar
das técnicas dinamicas, em particular da maquina de perfusdo hipotérmica, originalmente um
ancestral da preservacao estatica. Dos varios resultados obtidos com os intimeros estudos, a
maquina de perfusdo hipotérmica parece apresentar melhores resultados, com uma redugao
da fun¢do tardia do enxerto superior a registada com a preservacao estatica em frio. Este
efeito parece ser particularmente marcante quando a técnica ¢ aplicada a preservagdo de
orgdos que registaram funcao tardia do enxerto, érgaos subdtimos per si. Apesar dos varios
estudos, os resultados ainda ndo sdo consensuais. Quando a respeito da sobrevivéncia do
paciente e sobrevivéncia do enxerto, embora a maquina de preservacao hipotérmica apresente
resultados superiores, estes ndo sdo estatisticamente significativos. Apesar dos poucos
estudos de natureza econdémica, esta técnica tem-se mostrado custo-efetiva, particularmente a
respeito de orgaos de dadores com critérios alargados. O revisitar das técnicas dindmicas
pode ser a chave para otimizar este tipo de 6rgaos e assim aumentar o nimero de 6rgaos que
¢ possivel transplantar.

Dentro das técnicas dinamicas, a perfusdo normotérmica tem merecido também um maior

destaque nos ultimos tempos. A sustentacdo do metabolismo celular com recurso a
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normotermia parece estar na base dos resultados favoraveis obtidos com esta técnica. A
semelhanca do que acontece com a maquina de preservagao hipotérmica, registou-se uma
diminui¢do da funcao tardia do enxerto com uso da perfusdo normotérmica quando em
comparagdo com a preservacao estatica em frio, embora a sobrevivéncia do enxerto e do
paciente também ndo seja afetada de forma estatisticamente significativa. A normotermia
pode também ser aplicada nas suas variantes perfusdo normotérmica regional e
recondicionamento normotérmico. A primeira parece ser importante para aumentar 0 nimero
de potenciais dadores, a segunda assume-se determinante na restauragao da funcao renal e
restabelecimento dos niveis de ATP pré-implante.

Ambas as técnicas de perfusdo, normotérmica ou hipotérmica podem fazer uso de
oxigenacao, embora nao haja evidéncias concretas de que os resultados sejam superiores com
a sua utilizacdo. Anteriormente a oxigenacdo era tida como fundamental porém, com as
atuais solug¢des de preservacdo a sua utilizacdo deixou de ser fundamental preconizando-se
agora uma utilizacao seletiva. Esta seletividade assenta sobretudo na possibilidade de geracao
de radicais livres de oxigénio que podem ser toxicos para o 6rgao.

Face ao paradigma vigente, a avaliacdao da viabilidade pré-transplante tem vindo a tornar-
se cada vez mais importante. Neste aspecto as técnicas dindmicas oferecem uma
oportunidade Unica para auxiliar a decisdo de aceitar ou ndo aceitar determinado 6rgao para
transplante. Nao existe um método/parametro que permita inferir com seguranca a qualidade
e a viabilidade do 6rgdao. Os parametros mecanicos fornecidos pela maquina, a par dos
biomarcadores encontrados no perfusato mostram relagdo com a ocorréncia de funcao tardia
do enxerto, sendo por isso os mais explorados. A ecografia contrastada, a ecotridimensional e
a ressonancia magnética espetral sdo também formas de avaliar a viabilidade do 6rgdo mas
encontram-se ainda em estudo. Em geral, a perfusao normotérmica oferece uma avaliagao

mais acurada da viabilidade do que as demais técnicas.
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A manipulacdo do enxerto pré-transplante ¢ também um ponto importante, com a
necessidade de recorrer a 6rgdos de dadores marginais, a possibilidade de manipulagao
durante o periodo de preservagao, sobretudo mediante a administragao de inimeros agentes,
assume um papel de relevo. A terapéutica celular e a terapéutica génica tém também um
papel de destaque embora ainda em fases muito iniciais, apresentam-se como um desafio no
futuro.

Muito ha para investigar no que diz respeito a forma como preservamos enxertos para
transplante. A hipotermia e a isquémia parecem ser os principais factores limitantes a respeito
da preservagao de 6rgaos. Implementar uma nova estratégia no atual plano de preservagao de
orgdos nao ¢ tarefa facil e muitas vezes implica pessoal especializado, uma logistica capaz e
investimento financeiro. Ainda assim, a maquina de perfusdo parece ser uma promissora
aposta face a presente necessidade em expandir o pool de potenciais dadores e assim
aumentar ndo s6 o numero de transplantes efetuados como também melhorar os resultados

obtidos.
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