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RESUMO

O transplante renal se apresenta como a melhor escolha terapéutica para o paciente
com doenca renal cronica terminal, trazendo melhoria na qualidade de vida desses
pacientes. A enzima conversora de angiotensina (ECA) desempenha um papel crucial
na fisiologia renal. O polimorfismo insercéo/delecéo (/D) no gene ECA, determina a
variacao plasmatica da ECA e, por consequéncia, afetam os rins e o transplante renal.
Este estudo avaliou a associacdo dos marcadores inflamatdérios, interleucina 1 beta
(IL-1B) e da capacidade antioxidante com o polimorfismo I/D no gene da ECA frente a
funcdo renal pos-transplante e a presenca de rejeicdo. Foram selecionados 173
pacientes transplantados renais, sendo distribuidos em grupos de acordo com o nivel
de creatinina (C1: creatinina <1,4 mg/dL e C2: creatinina >1,4 mg/dL); de acordo com
o ritmo de filtracdo glomerular estimado (eRFG) (R1: eRFG 260 mL/min/1,73m? e R2:
eRFG <60 mL/min/1,73m?); a presenca de histéria prévia de rejeicdo ao enxerto
(ndoREJ: sem episédio de rejeicdo; REJ: rejeicdo prévia; INDET: rejeicdo
indeterminada) e o tempo pdés transplante, ou seja, o periodo entre a realizacao da
cirurgia e a data da coleta sanguinea dos pacientes (T1: 01 a 24 meses ; T2: 25 a 60
meses; T3: 61 a 120 meses; T4: >120 meses pos transplante). Para deteccdo dos
polimorfismos foi utilizada a reacdo em cadeia da polimerase, para a IL-1p o ensaio
imunoenzimético Multiplex e para determinacédo do perfil de oxidacao foi utilizado o
método colorimetrico de reducdo do MTT [(3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil brometo
de tetrazolina)]. O estudo demonstrou uma correlacdo positiva entre os niveis de
creatinina e o perfil de estresse oxidativo, eRFG e o tempo pés-transplante, bem como
uma correlacdo negativa entre o ensaio de MTT eRFG. Menores niveis da IL-1 foram
relacionados com o grupo de maior tempo pos-transplante. Pacientes que nao utilizam
os inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) demonstraram um maior
indice de capacidade antioxidante. Cumpre ressaltar que este estudo faz parte de um
projeto que elencou outros biomarcadores relacionados ao transplante renal e todos
eles serdo correlacionados posteriormente. Diante de tais resultados e das limitagbes
do estudo, novas pesquisas precisam ser realizadas a fim de demonstrar se os
biomarcadores avaliados poderiam ser utilizados no monitoramento da funcao renal e
do enxerto apdés o transplante renal.

Palavras-chave: Transplante renal. Polimorfismos. Enzima conversora da angiotensina.

Inflamacé&o.



ABSTRACT

Renal transplantation presents as the best therapeutic choice for the patient with
terminal chronic renal disease, bringing improvement in the quality of life of these
patients. Angiotensin converting enzyme (ACE) plays a crucial role in renal physiology.
The insertion / deletion (I / D) polymorphism in the ACE gene determines the plasma
variation of ACE and, consequently, affects the kidneys and renal transplantation. This
study evaluated the association of inflammatory markers, interleukin 1 beta (IL-18) and
antioxidant capacity with the |1 / D polymorphism in the ACE gene against renal
transplant function and the presence of rejection. A total of 173 kidney transplant
recipients were selected and were divided into groups according to the creatinine level
(C1: creatinine <1.4 mg / dL and C2: creatinine> 1.4 mg / dL); according to the
estimated glomerular filtration rate (eRFG) (R1: eRFG =260 mL / min / 1.73m2 and R2:
eRFG <60 mL / min/ 1.73m2); the presence of a previous history of graft rejection (no
REJ: no rejection episode, REJ: prior rejection, INDET: undetermined rejection), and
the time after transplantation, ie the time between surgery and the date of blood
collection. (T1: 01 to 24 months, T2: 25 to 60 months, T3: 61 to 120 months, T4:> 120
months after transplantation). Polymerase chain reaction was used for the detection of
polymorphisms, the Multiplex immunoenzymatic assay was used for IL-13 and for
oxidation profile determination the colorimetric method of reducing MTT [(3- (4,5-
dimethylthiazol-2yl ) -2,5-diphenyl tetrazoline bromide)]. The study demonstrated a
positive correlation between creatinine levels and oxidative stress profile, eRFG and
post-transplant time, as well as a negative correlation between the MTT eRFG assay.
Lower IL-1 levels were related to the longer post-transplant group. Patients who did
not use angiotensin converting enzyme inhibitors (ACEI) demonstrated a higher index
of antioxidant capacity profile. It should be noted that this study is part of a project that
listed other biomarkers related to kidney transplantation and all of them will be
correlated later. In view of these results and the limitations of the study, further
research needs to be done to demonstrate whether the biomarkers evaluated could be

used to monitor renal and graft function after renal transplantation.

Keywords: Renal transplant. Polymorphisms. Angiotensin converting enzyme.

Inflammation.
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1 INTRODUCAO

O transplante renal se apresenta como a melhor alternativa de tratamento para os
pacientes com doencas renais cronicas terminais, melhorando a qualidade e
aumentando a expectativa de vida dos pacientes e a sobrevida do enxerto, além de
reduzir custos para o sistema de saude. Ao longo dos anos o transplante renal evoluiu
consideravelmente com varios marcos importantes associados as técnicas cirurgicas,
imunologia, expansao de fonte de doadores, preservacdo do 6rgéo, pesquisa sobre
inducdo de tolerancia e evolucdo das drogas imunossupressoras (CALLAGHAN;
BRADLEY, 2006; SHRESTHA; HAYLOR; RAFTERY, 2015; AZARFAR, 2018).

Ao longo dos anos, melhorias na terapia imunossupressora resultaram na
diminuicdo da rejeicdo aguda, aumentando assim a expectativa de vida do enxerto,
permanecendo o desafio da perda tardia do enxerto como um grande desafio para as
equipes de transplante, bem como o monitoramento da evolucao do transplante renal
através de exames que auxiliem no diagnoéstico e monitoramento (MEIER-KRIESCHE
et al., 2004).

O padréo ouro para avaliacdo do transplante renal continua sendo a biopsia,
mas ela apresenta uma série de desvantagens, ja que € altamente invasiva e sujeita
a complicacbées (MHAMEDI et al., 2018).

Claramente, se faz necesséario a utilizacdo de novos biomarcadores nao
invasivos e com melhor valor preditivo para serem utilizados no diagndstico e
monitoramento em série do transplante renal, além do beneficio de poderem
contribuir para a mudanca da terapia em um estagio precoce antes que danos
significativos ao enxerto tenha ocorrido, trazendo assim a possibilidade de
individualizar e personalizar o tratamento (SALVADORI; TSALOUCHOQOS, 2017).

O avanco da ciéncia e das técnicas de biologia molecular possibilitaram o
advento de novos biomarcadores, estando entre as aplicagdes mais promissoras, as
analises de genes candidatos e seus polimorfismos por proporcionarem uma melhor
acuracia diagnéstica, levando a uma melhor compreensdo dos mecanismos
fisiopatolégicos envolvidos no transplante renal, com identificacdo de fatores
genéticos determinantes de suscetibilidade as doencas renais, progressao da lesao
ou protecdo renal, bem como dos processos imunolégicos e/ou inflamatorios
relacionados (CHOWDHURY; HERNANDEZ-FUENTES, 2013; MOECKLI et al.,
2019).


https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez27.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Chowdhury%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23283248
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez27.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Hernandez-Fuentes%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23283248
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Os fatores genéticos assumem um papel modulador no desenvolvimento das
doencas renais do que propriamente determinantes no aparecimento destas doencas.
Um exemplo € o polimorfismo I/D no gene da enzima conversora de angiotensina
(ECA). A ECA é a principal enzima que influencia toda a atividade do sistema renina
angiotensina (SRA), sendo o polimorfismo I/D da ECA uma variagdo genética comum
desse gene. A ECA converte a angiotensina | (ANG 1) em angiotensina Il (ANG I1), e,
portanto, qualquer alteragcdo genética nessa conversdo resultara em uma
superativacado do SRA, com alta liberacdo de ANG II, e por consequéncia 0 aumento
da pressao arterial (PA). Todos estes mecanismos estao diretamente associados a
funcao renal deficiente do transplante e a baixa sobrevida do enxerto (HUANG et al.,
2015).

Outros biomarcadores importantes que podem contribuir para a avaliacdo da
evolucéo do transplante, sdo as respostas imunes dependentes e independentes de
aloantigenos que sdo mediadas por citocinas, mediadores importantes para o
desfecho do enxerto renal. O transplante renal € um processo indutor de intensa
reacao inflamatéria e as citocinas/interleucinas estdo sabidamente relacionadas com
0s mecanismos imunoinflamatérios do transplante renal (SOARES; SANTOS, 2017).

A IL-1B, um importante citocina pro-inflamatéria, desempenha papel importante
nas doencas inflamatérias e imunomediadas, muitas delas relacionadas as doencas
renais, tendo um valor preditivo durante a rejeicdo do enxerto do transplante renal,
precedendo a disfuncao e lesdo do enxerto (BHAT, 2017).

Mecanismos associados com a estimulacdo do SRA e a inflamacéo, tem sido
proposto, uma vez que facilitam a progressao da hipertensdo. A ANG Il além do
aumento da PA por vasoconstricdo, quando cronicamente elevada, estimula varios
mecanismos fisiopatoldégicos como aumento capacidade antioxidante e ativacdo do
sistema imune. As citocinas pré-inflamatdérias, por sua vez, regulam componentes do
SRA, acelerando ainda mais a formacao de ANGII, formando assim um ciclo que se
retroalimenta (SATOU et al., 2018).

Diante disso, o objetivo do estudo foi avaliar o polimorfismo inser¢cao/delecéo
(I/D) do gene ECA, o marcador plasmatico inflamatério, IL-1,a capacidade antioxidante
do plasma, em receptores do transplante renal, correlacionando estes dados a funcéo

renal, do enxerto e a histéria prévia de rejeicao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 TRANSPLANTE RENAL

2.1.1 Epidemiologia do transplante renal

O transplante de 6rgaos é um procedimento amplamente realizado em todo o
mundo. A técnica consiste em transferir um érgéo ou tecido saudavel de um doador
(falecido ou vivo) para um receptor doente, através de um procedimento cirargico. O
transplante renal é considerado a mais completa alternativa de substituicdo da funcéo
renal, sendo realizado através da implantacdo de um rim sadio em pacientes
acometidos por doencas renais, melhorando assim a qualidade de vida, com menor
mortalidade destes pacientes e aumento da sobrevida (ABTO, 2018; COZZI; COLPO;
SIVESTRO, 2017).

Atualmente, o Brasil é referéncia mundial na area de transplantes e possui o
maior sistema publico de transplantes do mundo (MINISTERIO DA SAUDE, 2019),
sendo 0 segundo em numero absoluto de transplantes. Segundo a Associacao
Brasileira de Transplantes de Orgédos (ABTO) no Registro Brasileiro de Transplantes
(RBT) durante todo o ano de 2018 foram realizados 8.692 transplantes de 6rgéos
sélidos, sendo 5.923 transplantes renais, representando 67,88% dos transplantes
realizados no Brasil neste periodo. A maior parte dos transplantes realizados no Brasil
foi proveniente de doadores falecidos, totalizando 4.905 (Quadro 1) (ABTO, 2018).

Quadro 1 — Nimero de transplantes de érgaos sdlidos realizados no Brasil em 2018.

Orgéos Total Doador Vivo Doador Falecido
Coracéao 353 353
Figado 2182 166 2016

Péncreas 2] 2]

Pancreas/Rim 104 104
Pulmao 121 2 119
Rim 5923 1.018 4 905
Total 5.692 1.186 7.506

Fonte: ABTO, 2018 (modificado)

Segundo o Censo Brasileiro de Dialise realizado pela Sociedade Brasileira de

Nefrologia (SBN), o numero total de pacientes com doenca renal cronica (DRC) em
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tratamento dialitico em 2016, foi de 122.825. As causas priméarias da doenca renal
mais frequentemente relatadas em 2016 foram a hipertensao arterial (HA) (34%) e o
diabetes mellitus (DM) (30%), seguidos por glomerulonefrite crénica (9%) e rins
policisticos (4%), ficando indefinidas em 11% dos casos. DM e HA correspondem a
64% dos casos de pacientes em didlise (SESSO et al., 2016).

No Brasil o primeiro transplante renal foi realizado em 1965, no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&ao Paulo (SBN, 2016). Desde
entdo a evolucdo dos processos relacionados ao transplante é continua. As técnicas
cirargicas do transplante evoluiram consideravelmente, iniciando com técnicas
vasculares abertas no inicio do século XX, chegando aos dias atuais com técnicas
robéticas minimamente invasivas (TERRITO et al., 2017). Associado aos avancos das
técnicas cirargicas cabe destacar o avanco do manejo imunoldgico dos pacientes
transplantados renais, partindo dos experimentos realizados em animais, com
avaliagBes histologicas e celulares, chegando ao nivel molecular com o uso de
tecnologia avancada (SA, LEAL, ROSA, 2016). O advento das drogas
imunossupressoras também contribuiu para a evolucdo do transplante trazendo uma

maior sobrevida aos pacientes transplantados (LIM; KOHLI; BLOOM, 2017).

2.1.2 Doenca Renal Crdnica e transplante renal

A doenca renal cronica (DRC) é a principal patologia que leva ao transplante
renal. Apresenta caracteristicas clinicas e morfoldgicas bastante heterogéneas, sendo
o diabetes mellitus (DM), hipertenséo arterial (HA), infec¢cbes, tumores renais e as
glomerulopatias uma das principais causas de DRC (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2015).

A DRC pode evoluir chegando a fase de doenca renal cronica terminal, levando
0 paciente a necessidade de transplante Os avancos tecnolégicos e medicamentosos
vém ajudando a suportar o transplante renal que € realizado na tentativa de
compensar ou substituir fungdes glomerulares e tubulares perdidas pelos rins de
forma progressiva e irreversivel (BRASIL, 2014).

Algumas doencas que levam a DRC acometem areas especificas dos rins,
como as glomerulopatias, que afetam os glomérulos renais com diminuigdo do ritmo
de filtracdo glomerular estimado (eRFG) e maior permeabilidade glomerular, sendo

geralmente de origem imunoldgica como na sindrome nefrotica e na nefrite IUpica.
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Algumas condi¢Bes genéticas levam a altera¢cdes no desenvolvimento dos tubulos,
como a doenca renal policistica, ou em condi¢fes adquiridas como na exposicdo a
medicamentos nefrotoxicos que podem causar alteracbes tubulares. Outras
condicbes relacionadas a infeccbes e tumores renais, bem como as doencas
sistémicas como HA e a DM estéo relacionadas como causas primarias da DRC
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Uma vez descoberta a DRC, o grau de disfuncdo e a progressédo da doenca
devem ser monitorados por diversos biomarcadores, dentre eles destaca-se o eRFG,
sendo considerado essencial para a prética clinica e para detectacdo e monitorar
amento da DRC (LEVEY; INKER; CORESH, 2014), bem como a creatinina, uréia,
albumundria, cistatina C e urina rotina. Considera-se como fator de diagndstico para
DRC um eRFG entre os estagios 3 e 5, sendo um valor <60 mL/min/1.73m? em um
periodo de trés meses consecutivos indicativo de DRC (KIRSZTAJN et al., 2013),
conforme o Quadro 2.

Quadro 2- Estagios do Ritmo de Filtracdo Glomerular na Doenca Renal Crbénica

Estagio do eRFG eRFG (mL/min/1.73m? Termos
Estagio 1 =90 Normal ou alto
Estagio 2 60-89 Levemente diminuido

o Leve a moderadamente
Estagio 3 a 45-59 o
diminuido
_ Moderada a
Estagio 3 b 30-44 o
extremamente diminuido
Estagio 4 15-29 Extremamente diminuido
Estagio 5 <15 Doenga renal terminal

Fonte: KIRSZTAJN , 2013 (modificado)

A filtracdo glomerular € um processo essencial para a fungcdo homeostatica
renal e producdo de urina, ocorre a medida que o sangue flui pelos capilares
glomerulares e é formado um ultrafiltrado dependente de uma adequada perfusdo
renal, esta se encontra alterada nas doencas renais, com caracteristicas de

hipoperfusdo. Carateristicas intra e inter-individuais, grupos étnicos e uma série de
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condicoes fisiopatolégicas causam variabilidade no eRFG e, especificamente, nos
pacientes renais observa-se um declinio no niumero de néfrons (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2015; LEVEY; INKER; CORESH, 2014).

O RFG medido com um marcador de filtracdo exdgeno é mais preciso, sendo
considerada padrdo ouro a mensuracao da depuracao de inulina urinaria, marcador
de filtracdo exdgena ideal, mas que ainda continua sendo pouco utilizada diante de
seu alto custo (KAKUTA et al., 2019).

Diante disso outros marcadores séricos e de depuracdo de substancias
enddgenas, com melhor custo beneficio séo utilizados, ja que o eRFG néo pode ser
medido de maneira direta. O marcador endégeno mais utilizado para estimar o eRFG
€ a creatinina, excretada em grande parte pela filtracdo glomerular, porém sofre
interferéncias de uma variedade de fatores independentes do eRFG (MOMBELLI et
al., 2016).

Todas as formulas de calculo do eRFG utilizadas avaliam em diferentes graus
fatores que influenciam a creatinina, como idade, sexo, etnia e peso. A relacédo entre
a creatinina plasmatica e o eRFG ¢€ inversa, sendo a relacdo contemplada em quase
todas as formulas de calculo do eRFG (MAILLARD; DELANAYE; MARIAT, 2015).

Ao longo das ultimas duas décadas os calculos utilizados para estimar o eRFG
progrediram, com férmulas baseadas na creatinina sérica, sendo as mais utilizadas
na prética clinica o Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) e Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration (CKD - EPI), seguindo as equacdes (SBPC,
2015):

Formula MDRD 4v com um fator de corregéo “186” (4):

eTFG (mL/min/1,73m 2 ) = 186 x (creatinina sérica) -1,154 x (idade)-0,203 x
(0,742 se mulher) x (1,212, se individuo dos EUA de origem africana, considerado
como raca negra em outras localidades).

Formula para CKD-EPI:
eRFG = 141 x min (Cre/k, 1) @ x max (Cre/k, 1)1-209 x 0,993'dade x 1 1018 [se mulher] x
1,159 [se negro]

A equacdo do MDRD data de 1999, sendo revisto em 2000 e 2006, e foi
desenvolvido para avaliar se a restricdo proteica na dieta estava associada a uma PA
mais baixa em pacientes com DRC. Em sua versao original a equacgéo considerava

seis variaveis, dentre elas a determinacdo de albumina e ureia séricas. Na reviséo de
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2000 passou a contar apenas com quatro variaveis de avaliagdo: creatinina sérica,
sexo, idade e etnia. No ano de 2006 foi padronizado o método de avaliagdo da
creatinina sérica, sendo escolhida a espectrometria de massa de diluicdo isotopica
(LEVEY; INKER; CORESH, 2014). O MDRD foi desenvolvido considerando os
pacientes com DRC e ndo considerando pacientes saudaveis e como tal as suas
principais limitagbes séo a imprecisdo e a ndo detec¢éo do eRFG em niveis mais altos
(STEVEN et al., 2007).

O grupo Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) foi
formado em 2003 pelo National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney
Diseases, sendo a equacdo CKD-EPI desenvolvida em 2009 por este grupo, para ser
tdo precisa quanto o MDRD em eRFG menor que 60 mL/min/1,73m? e mais precisa
nos casos de eRFG maior, utilizando pacientes com funcdo renal reduzida e
individuos saudaveis. A equacdo de CKD-EPI se apresenta como a equac¢do de
estimativa do eRFG mais acertiva que fora avaliada em um grande numero de
pacientes, sendo facilmente utilizada por laboratoérios clinicos e aplicada para uso
clinico geral em todo o mundo (LEVEY; INKER; CORESH, 2014).

Embora ndo haja dividas sobre a sua importancia, ainda ndo ha consenso
sobre a melhor formula de calculo para o eRFG, apesar da CKD-EPI despontar tanto
no monitoramento dos pacientes com DRC, quanto na avaliagdo renal do potencial
doador vivo. A avaliacéo renal correta do doador também é fundamental, diante da
sua influéncia futura e decisiva para a estabilidade do enxerto (BURBALLA et al.,
2017).

Mesmo com a auséncia de consenso, nos pacientes transplantados renais o
eRFG ainda € um dos principais indicadores da funcdo do enxerto, podendo predizer
a sobrevida deste a longo prazo. Dado o seu valor prognéstico, o calculo do eRFG
pode ser acompanhado tanto no doador vivo potencial quanto no paciente pos-
transplante podendo servir como um indicador de sucesso do enxerto. A melhoria nos
cuidados com os pacientes transplantados renais, bem como o uso de drogas
imunossupressoras podem resultar em um aumento da média do eRFG em pacientes
pos-transplante e por consequéncia melhoria na sobrevida do enxerto (JINFENG et
al., 2015; HUANG et al., 2017).

2.1.3 Resposta imunoldgica no transplante renal
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Uma das principais respostas imunoldgicas do receptor em relacao ao enxerto
transplantado é a rejeicdo, considerada um dos principais desafios do transplante.
Dessa forma o sucesso do transplante esta diretamente relacionado ao controle do
sistema imune, que se apresenta como uma rede complexa de células, citocinas,
sistema do complemento e anticorpos. Diante de tal importancia varios estudos tém
sido realizados na tentativa de elucidar os motivos relacionados a rejeicdo (SADEGHI
et al., 2003; NAZARI et al., 2013; SHIPCOVA; WIELAND, 2016; EROL et al., 2017,
DAVIS; COOPER, 2017).

Os primeiros estudos relacionados a imunologia da rejeicdo comegaram em
1940 quando pesquisadores utilizaram camundongos isogénicos, geneticamente
idénticos, que demonstraram um locus genético altamente polimorfico, o gene H-2,
com produtos responsaveis pela rapida rejeicdo ao enxerto. Com o avanco dos
estudos, os pesquisadores identificaram que a regidao que controlava a rejeicao
continha vérios genes ligados, sendo chamada Complexo Principal de
Histocompatbilidade (MHC - Major Histocompatibility Complex). O MHC codifica
proteinas especializadas responsaveis pela apresentacdo de antigenos ligados as
células, para o reconhecimento do linfécito T. O MHC humano foi descoberto quando
observaram que pacientes que realizavam transfusdo de sangue e/ou transplante
renal continham previamente anticorpos que reconheciam células dos doadores,
sendo as proteinas reconhecidas por esses anticorpos chamadas de antigeno
leucocitario humano (HLA - Human Leucocyte Antigens), genes que codificam varias
proteinas de superficie da membrana celular. O HLA é codificado por genes
polimérficos, que diferem entre os individuos, ou seja, quando duas pessoas
compartiiham o mesmo HLA, sdo consideradas compativeis imunologicamente.
Considerando entdo que o transplante seja realizado entre doador e receptor
diferentes geneticamente havera antigenos polimorficos diferentes de HLA, podendo
gerar entdo uma resposta humoral pelo receptor (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015;
SHIPCOVA; WIELAND, 2016).

A resposta humoral ao enxerto é resultante do reconhecimento do receptor aos
antigenos HLA do doador ndo compativeis e o consequente desenvolvimento de
anticorpos anti-HLA contra o enxerto, porém a rejeicdo também pode ocorrer em
transplantados HLA idéntico. Além dos anti-HLA, alguns anticorpos endoteliais nao-

HLA, potencialmente patogénicos foram identificados, dentre eles os anticorpos dos
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receptores tipo 1 da ANG Il (anti-AT1), que passaram a ser considerados como um
fator de risco independente para a perda do enxerto (SIGDEL; SARWAL, 2013).

De forma indiferente a sua origem, a rejeicdo pode resultar da ligacdo do
anticorpo ao seu respectivo alvo na célula endotelial do enxerto, mudando o sistema
do complemento, que antes agia como um mediador anti-inflamatério e passa a agir
como um importante mediador proé-inflamatério desencadeando a resposta
inflamatoria ao enxerto, a rejeicdo (DAVIS; COOPER, 2017).

A rejeicdo pode ser classificada de trés formas: hiperaguda, aguda e cronica.
A rejeicdo hiperaguda é caracterizada pela rejeicdo ainda na sala de cirurgia ou em
até 24 horas apos transplante, causada por anticorpos pré-formados do receptor —
(anti-HLA) ou contra o sistema ABO ou, ainda, contra antigenos das células
endoteliais do paciente transplantado, causando a perda rapida e irreversivel do
orgdo. Na rejeicdo aguda, a resposta celular € mediada por células T que infiltram o
aloenxerto, que reconhecem moléculas do HLA no rim do doador, podendo ocorrer
entre 3 dias a 3 meses poés transplante, desencadeando efeitos inflamatérios e
citotoxicos no aloenxerto. A rejeicdo aguda mediada por anticorpos ocorre em
pacientes alossensibilizados e foi relatada ocorrendo em até 7% dos pacientes,
podendo chegar em até 50% em transplantes com HLA ndo compativel, se tornando
um dos principais focos dos estudos relacionados a transplante. Ja a rejeicdo cronica
ocorre ao longo da evolucédo do transplante diante de episddios de rejeicdo aguda,
baixa compatibilidade HLA, toxicidade dos imunossupressores, lesdo de
isquemia/reperfusao, hipertensdo, entre outros, que.levam a perda funcional lenta e
progressiva do rim transplantado, sendo a mais comum entre todos os tipos de
rejeicdo. Qualquer lesédo que altere o rim transplantado, como a rejeicéo, pode levar a
producdo de anticorpos especificos do doador de novo, levando a perda do enxerto
ou agravamento da hipertensdo pos-transplante (MOROZUMI et al., 2016; EROL et
al., 2017; DAVIS; COOPER, 2017; WEIR et al., 2015).

2.2 O SISTENA RENINA-ANGIOTENSINA NO TRANSPLANTE RENAL

No transplante renal o enxerto do doador precisa se adaptar ao ambiente
molecular e hemodindmico do receptor, sendo necessaria sua adaptacao frente a
regulacdo da PA, homeostase dos sais e fluidos e regulacdo da secrecédo de REN,
sendo todos esses processos relacionados ao SRA (ANTLANGER et al., 2017).
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Os efeitos do SRA sobre a regulacdo da PA foram primeiramente descritos em
1898 pelo fisiologista Tigerstedt e seu aluno Bergmann (KUNIKULLAYA,
ANANTHAKRISHNAN; GOTURU, 2012). Eles demonstraram a partir da observacéo
de animais anestesiados pela infusdo de uma substancia termolabil, retirada do cortex
renal de coelho, o aumento da PA nestes animais, propondo para esta substancia o
nome de renina (PHILLIPS; SCHMIDT-OTT, 1999). Desde entdo o SRA tem sido
exaustivamente estudado, sendo compreendido como um complexo sistema e de
grandes implicacdes fisiopatoldgicas (BALAKUNAR et al., 2017).

O SRA tem papel fundamental na homeostasia hidroeletrolitica do organismo,
homeostase circulatoria, na coordenacdo do processo de vasodilatagcdo e
vasoconstricdo e, por consequéncia, no controle da PA. Essas acdes sdao
coordenadas por meio da integracdo do sistema renal, cardiovascular e nervoso
central. Em sua forma classica (circulatéria), o SRA envolve a clivagem de peptideos
em uma cascata coordenada de processos enzimaticos. Essa cascata inicia-se pela
clivagem do angiotensinogénio (AGT), pela REN para produzir ANG I, que é
convertida pela ECA em ANG I, o principal peptideo multifuncional deste sistema. A
ANGII age por meio de dois tipos de receptores, o tipo | (AT1) e do tipo Il (AT2)
(RIGATTO; BOHLKE; IRIGOYEN, 2004).

Em contrapartida, com o passar dos anos, diante da comprovacédo de
componentes do SRA em varios tecidos como vaso sanguineo, cérebro, coragao, rins,
glandulas adrenais e 6rgaos reprodutores, essa visao classica, na qual o sistema seria
essencialmente dependente do hormonio circulante para produzir seus efeitos
fisiolégicos, tem sido modificada. Diante disso, foi inserido o conceito de um SRA
local/tecidual, podendo agir de forma dependente do SRA classico e em alguns 6rgaos
de forma independente. Tal descoberta foi possivel diante dos avancos das técnicas
de biologia molecular que permitiram evidenciar a existéncia de componentes do SRA
em tecidos periféricos. Enquanto o SRA circulatério esta associado a regulacédo do
volume sistémico, balanco hidroeletrolitico, homeostase e controle da PA, o SRA
tecidual/local envolve a proliferagdo, o crescimento celular e a sintese proteica
(SANJULIANI et al., 2011; SPARKS, 2014).

A REN é uma aspartil transferase que tem sua fonte primaria exclusiva nos rins,
sendo produzida nas células justaglomerulares das arteriolas aferentes renais, tendo
como precursor a pro-renina. A secrecdo de REN é estimulada pelos barorreceptores

gue respondem a pressao de perfusdo reduzida e a diminuicdo no volume sistémico
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e estimulam a liberacdo de REN através dos granulos de secrecdo. O contrério
também ¢é procedente onde a sintese de pré-renina é inibida por condicbes de
aumento da perfusédo renal e da PA, além de sobrecarga de volume (SAYER; BHAT,
2014).

O AGT é o substrato da REN produzido e secretado pelo figado, sendo
encontrado também nos rins e em outros tecidos, como coracgdo, cérebro, glandulas
adrenais, vasos sanguineos e o6rgaos reprodutores. Um ponto importante nessa
producdo tecidual € que pode haver uma regulacdo independente do AGT em
compartimentos de tecido individual, formando uma base local do SRA que atua de
forma independente do SRA circulatério (CHAPPELL et al., 2012).

A ANG Il é a molécula efetora deste sistema, responsavel pela maioria dos
efeitos fisiolégicos, agindo como potente vasoconstritor direto, sendo a maior
reguladora do equilibrio hemodinadmico e da homeostase hidroeletrolitica, participando
do crescimento celular e do processo de remodelamento cardiovascular. Exerce suas
acoOes via receptores AT1 e AT2. Os receptores medeiam acdes opostas, sendo que
o0 AT1 medeia acOes deletérias, desde que em desequilibrio e o AT2 parece induzir
acOes de protecao. No rim, em condi¢des patoldgicas, as interacdes da ANG Il através
do AT1 resultam na vasoconstricdo, sendo a ANG Il um importante mediador, quando
cronicamente elevada, na geragcdo de lesdo tecidual com proliferacdo celular,
hipertrofia, fibrose, inflamacao e estresse oxidativo. As espécies reativas de oxigénio
(EROs) estdo fortemente associadas a este processo, resultando em inflamacéo,
aterosclerose e envelhecimento vascular. J& o AT2, contrabalanceando o AT1,
promove vasodilatacdo, liberacdo de bradicinina e Oxido nitrico, inibicdo de
crescimento e proliferacdo celular (ORTIZ-MELO, GURLEY, 2015; JI et al., 2017;
SATOU et al., 2018)

Entre os diversos componentes do SRA, a ECA é particularmente importante
como mediadora e reguladora da producdo de ANGII, estando envolvida no
metabolismo de dois dos principais peptideos vasoativos, convertendo a ANG | no
vasoconstritor ANG Il e inativando o vasodilatador bradicinina. Assim, funcionalmente,
as acOes da ECA resultam potencialmente no aumento da vasoconstricdo e
diminuicdo da vasodilatacdo. A ECA desempenha um papel importante no sistema
renal e cardiovascular para além do SRA, através de seu principal produto, a ANG I,
gue tem ag0Oes direta na funcao, estrutura do coracao e vasculatura renal, promovendo

diversas patologias, como isquemia miocardica, arritmia cardiaca, alteragdo no
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equilibrio coagulacao-fibrindlise e no estresse oxidativo, possuindo também um
padréo de expressédo onipresente, sendo encontrada nos testiculos, intestino, pulméao,
figado e sistema nervoso central, participando também das acdes do SRA
tecidual/local (RIBEIRO, 2003; ESPINEL, 2005; BURNS, 2007; ORTIZ-MELO;
GURLEY, 2015).

Devido a forte associagcdo da HA, resultante de acdes do SRA, com o
transplante renal, os polimorfismos em genes candidatos deste sistema e,
especificamente, polimorfismo insercao/delecdo (I/D) no gene ECA tém sido
exaustivamente analisados, ja que o alelo D esté associado a maior concentracéo de
ECA no sangue e ao aumento da atividade do SRA, sendo demonstrados como
determinantes genéticos de diversas doencas. O estudo de novos biomarcadores
associados a HA e a outras doencas pode ser considerado uma importante ferramenta
com potencial valor preditivo na progressao das doencas (RIBEIRO, 2003; ISRANI et
al., 2007).

2.2.1 A hipertenséo arterial no transplante renal

A HA possui uma fisiopatologia complexa e multifatorial, apresentando-se como
uma das causas mais comuns de mortalidade em todo o mundo, sendo um dos
principais fatores de risco para infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca e DRC.
Denomina-se como hipertensdo primaria ou essencial a elevacdo da PA sem uma
doenca prévia associada, ocorrendo por razfes multifatoriais, incluindo fatores
genéticos e ambientais, como idade, sexo e estilo de vida. A hipertenséo secundaria
estad relacionada a uma causa especifica como, por exemplo, as doencas renais
agudas e cronicas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; HAMRAHIAN; FALKNER,
2016; WERMELT; SCHUNKERT, 2017).

O rim € um o6rgao efetor no controle da PA, com diversas frentes de agéo. A
regulacdo da PA €& um processo complexo, com interagbes de varios mecanismos
agindo em paralelo. Como mecanismos de acdo rapida temos os barorreceptores e
quimiorreceptores, e a resposta do sistema nervoso central (SNC) sendo capazes de
responder a uma mudanca hemodinamica circulatoria repentina, como nas
hemorragias ou até mesmo na mudanca postural do corpo humano. Outro mecanismo
importante é o controle e excre¢do de sodio e 4gua realizado pelo organismo, ja que

a presséo de perfusdo renal exerce uma profunda influéncia sobre a excrecao de sodio
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e dgua, sendo este processo conhecido como natriurese pressorica. Quando a PA se
eleva hd o aumento da excrecdo de sodio e liquido extracelular, reduzindo o volume
sanguineo e por consequéncia a PA, o inverso ocorre qguando o paciente esta em um
estado de hipotenséo retendo sodio e 4gua (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

O SRA esta intimamente relacionado a patogénese da HA. A ANG I, um
produto da acao da renina (REN), atua de diversas formas frente a hipertensao.
Promove a vasoconstricao, libera aldosterona no cortex adrenal, catecolaminas na
medula adrenal, inicia a liberacdo de adrenalina no cérebro e promove a ingesta de
agua através de estimulos cerebrais. Todas essas a¢fes colaboram para o aumento
da PA influenciando e aumento a resisténcia vascular periférica e a retencdo de sodio
e agua. Para inibir essa sequéncia homeostética fisiolégica, o organismo trabalha
através de um feedback negativo, quando na presenca de um excesso de ANG Il a
liberacéo de REN é inibida (SANJULIANI et al., 2011).

Diante da alta prevaléncia da HA em todo o mundo, faz-se necessario a
padronizacao dos critérios de diagndstico destes pacientes. No Brasil, segundo a 72
Diretriz Brasileira de Hipertensdo Arterial (2016), a afericdo da PA deve ocorrer em
todas as consultas médicas independente da especialidade e recomenda-se a
afericdo a cada dois anos para adultos com PA < 120/80 mmHg e anualmente para
agueles com PA > 120/80 mmHg e < 140/90 mmHg. Os limites de PA considerados
normais sao variantes, ja que de podem variar de acordo com as condi¢des clinicas,
uma vez que diversos fatores podem interferir nesta padronizacdo. Entretanto, valores
que classificam o comportamento da PA em adultos por meio de medidas casuais ou
de consultério, jA que essas medidas apresentam simplicidade e baixo custo, estao
expressos no Quadro 3, sendo considerado pressao sistolica isolada se PAS > 140
mmHg e PAD, 90 mmHg, devendo a mesma ser classificada em estagios 1, 2, 3 (SBC,
2017).

Quadro 3- Classificagdo da presséo arterial de acordo com a medi¢do casual ou no

consultério a partir de 18 anos de idade

Classificagao PAS (mmHg) | PAD (mmHg)
Normal <120 <80
Pré-hipertensao 121-139 81-89
Hipertensé&o estagio 1 140-159 90-99
Hipertensé&o estagio 2 160-179 100-109
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PAS: Pressao arterial sistdlica PAD: Presséao arterial diastdlica
Fonte: SBC, 2017 (modificado)

A avaliacao laboratorial de rotina do paciente hipertenso engloba a analise de
urina rotina, 0 potassio sérico, glicemia em jejum e o teste de hemoglobina glicada
(HbAlc), o eRFG, creatinina sérica, colesterol total e fracbes e acido Urico sérico
(SBC, 2017).

O eRFG tem destaque na identificacdo do grau de disfuncéo e a progresséo da
DRC. A HA e a DRC tém uma relagdo Unica, na medida que podem ser causa e/ou
consequéncia uma da outra. Na DRC hé alteracdes fisioldgicas na quantidade de
néfrons com uma troca tubular renal anormal, o que leva a um declinio da excrecéao
de sbédio e agua em um ambiente de hipertensdo. Outro ponto importante a ser
observado na relagdo da DRC com a HA é o aumento da atividade do SRA que secreta
REN em resposta a baixa perfusdo renal. Os doentes renais, em decorréncia da
isquemia renal, liberam um excesso de REN, sendo a provavel causa da atividade
anormal do SRA na DRC (GARGIULO et al., 2015).

Na tentativa de controlar as alteracdes provocadas pelo estimulo exarcebado
ao SRA, sao utilizadas medicacdes que bloqueiam o SRA, atuando de forma a diminuir
a PA, melhorando a proteinudria do paciente e retardando a progressédo da DRC. Os
farmacos inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) séo indicados para
tratamento da DRC, conferindo um efeito antiproteinurico e renoprotetor, além de seu
efeito sistémico sobre a PA (VIAZZI; LEONCINI; PONTREMOLI, 2013).

Outras medicacdes anti-hipertensivas podem ser associadas como bloqueador
do receptor da angiotensina (BRA), betabloqueadores, diuréticos, antagonistas dos
canais de calcio ( WERMELT; SCHUNKERT, 2017).

Comumente, nos pacientes com DRC, o uso de anti-hipertensivos pode ser
realizado como um manejo conservador, ou seja, 0s pacientes podem fazer uso da
medicacao anti-hipertensiva mesmo sem a presenca da HA, ja que nessa populacéo
a reducao pressorica constitui a medida mais eficaz para a reducao do risco de
cardiovascular e atenuacao da progressao da lesao renal (KIRSZTAJN et al., 2013).

Os pacientes gque estdo com DRC e ndo conseguem reverter o quadro sao
indicados ao transplante renal. Muitos pacientes sdo encaminhados ao transplante
renal ja com a HA instalada, porém alguns a adquirem apos o transplante. A maioria

dos casos ocorre em decorréncia do uso de drogas imunossupressoras, COmo 0S
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inibidores de calcineurina (CNIs) e os corticoesteréides. Os CNIS, especialmente o
tacrolimus (TAC) e a ciclosporina (CSA), aumentam a vasoconstricdo renal e a
hipoperfuséo renal. Ja os corticoesteroides estao relacionadas a retencdo de sédio,
expansao de volume e aumento da resposta vasopressora, ambos acarretando o
aumento da PA (AZIS et al., 2018).

A HA é um fator de risco importante para as doencgas cardiovasculares, e o
Obito pds-transplante tem como uma das principais causas as doencas
cardiovasculares estando intimamente interligada a sobrevida do enxerto e do
paciente. Diversos fatores podem levar ao desenvolvimento ou a progressao da HA
pés-transplante incluindo as caracteristicas do doador e receptor, a qualidade da
funcdo do enxerto renal, as complicacbes do transplante e as medicacdes
imunossupressoras ja citadas. A HA é perfeitamente tratavel e de facil monitoramento,
o grande desafio é adaptar as medicacdes imunossupressoras para alcancar o
equilibrio entre a necessidade de evitar a rejeicdo do enxerto e necessidade diminuir
a PA (TOMAS; TABER; SRINIVAS, 2013).

Uma das principais causas de perda do enxerto renal precocemente € ébito
com enxerto funcionante, relacionado a causas cardiovasculares, infecciosas e
rejeicdo (MALHOTRA et al., 2019), prevalecendo no Brasil as relacionadas a infeccao.
O risco de 6bito acentua-se com a idade e a presenca de comorbidades como HA,
DM e dislipidemia (FERREIRA et al., 2017).

2.3 POLIMORFISMO 1I/D NO GENE DA ENZIMA CONVERSORA DE
ANGIOTENSINA E SUA INFLUENCIA NO PROGNOSTICO DO TRANSPLANTE
RENAL

Diante dos avangos da biologia molecular, biotecnologia e 0 mapeamento do
genoma humano, houve um grande interesse sobre a variacdo genética natural, seu
significado clinico e funcional. A variacao genética na sequéncia de deoxyribonucleic
acid (DNA) pode assumir diversas formas, como a substituicdo de polimorfismos de
nucleotideos unicos (SNPs), insercao ou delecao de nucleotideos (I/D), alteragdes no
namero de sequéncias repetitivas e mudangas na estrutura do cromossomo
(BALASUBRAMANIAN, 2004).
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Um segmento de DNA que ocupa uma posi¢cado ou localizacdo particular no
cromossomo € denominado locus. As versdes alternativas na sequéncia de DNA no
locus sdo denominadas alelos, sejam do tipo selvagem com um unico alelo
predominante, ou mutantes, que diferem do selvagem por uma alteracdo permanente
na sequéncia de nucleotideos ou na disposicdo do DNA. A frequéncia de variantes
ocorre de forma muito ampla na populacdo. Se a variacdo é encontrada em uma
frequéncia superior a 1% da populacdo, denomina-se polimorfismo. A variacédo
polimorfica em genes pode resultar em alteracdes regulatorias e estruturais podendo
afetar muitas fun¢des metabdlicas (THOMPSON & THOMPSON, 2002).

O gene ECA (locus 17g23) é considerado polimorfico e interfere na modulagéo
da funcdo vascular sistémica com repercussao organica de algumas doencas. As
variantes dos polimorfismos nesse gene refletem diferentes niveis de ECA sérica.
Portanto, o gene ECA desempenha um papel significativo na patogénese da
hipertenséo essencial (JOYCE-TAN, 2016; ZIVKOVIC, 2016; ZHANG, 2017; HAN et
al., 2017).

A Figura 1 demonstra a localizacdo do gene ECA.
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Figura 1- Localizagado Citogenética: 17923.3 do polimorfismo I/D do gene ECA.
Fonte: Genome Decoration Page/NCBI. SILVEIRA, 2018.

Em 1990, Rigat e colaboradores caracterizaram um polimorfismo no gene da
ECA que corresponde a insercao (1) ou delecao (D) de 287 pares de base no intron
16. Este gene e seus polimorfismos tém sido exaustivamente estudados, buscando
sua relagcédo com o prognostico renal em algumas condi¢des patologicas. A populacéo
pode ter a atividade da ECA modulada geneticamente por este polimorfismo e pode
apresentar trés tipos de gendtipos diferentes: genotipo Il, ID e DD, tendo como
principal resultado a influéncia na concentragéo sérica da ECA (RIGAT et al., 1990;
ESPINEL, 2007).
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O polimorfismo I/D no gene da ECA tem sido associado a progresséo de
diversas doencas, dentre elas as doencas renais e as complicacdes cardiovasculares.
O genotipo DD esta associado a uma maior atividade e concentracao sérica da ECA
e ao aumento do risco de rejeicdo, sendo que o gendtipo ID tem uma relacao
intermediaria e o gendtipo Il apresenta as menores concentracdes de ECA. Estima-se
que o alelo D contribua com aproximadamente metade da variacdo dos niveis
plasmaticos da ECA, sugerindo que os pacientes com genétipo DD possam ter niveis
mais elevados de ANG II, o que resultaria em um consequente aumento da PA, sendo
considerado um fator de risco genético para disfuncéo renal e circulatoria (TAAL,
2000; PEDROSO et al., 2010; AZMANDIAN, 2015).

Estudos sugerem uma relacéo entre o polimorfismo do gene da ECA (I/D) e a
sobrevida e progndstico do enxerto renal, mas esta relacdo ainda € controvérsia.
Huang e colaboradores (2015), por exemplo, demonstraram fortes evidéncias na
relacdo entre o polimorfismo I/D no gene da ECA e o progndstico de pacientes
transplantados renais. Em contrapartida, Yang e colaboradores (2015) e Azmandian
e colaboradores (2015), ndo encontraram evidéncias na associacdo entre o
polimorfismo I/D e a sobrevida do enxerto renal em caucasianos, brasileiros e
asiaticos.

Cabe destacar que o desequilibrio génico e as diferencas étnicas de certas
populacdes, associados a influéncia dos fatores de risco convencionais podem
mascarar a verdadeira acdo deste gene. Em caucasianos, o polimorfismo I/D foi
responsavel por quase metade da variancia fenotipica total da ECA (HAN et al., 2017).
Na populacgdo asiatica o alelo D da ECA e o geno6tipo DD foram associados a maior
sobrevida do enxerto renal apés o transplante renal (YANG et al., 2015). Segundo um
estudo realizado no Brasilas, frequéncias alélicas e genotipicas nas diversas regifes
do pais sdo semelhantes, com excec¢do da regido Sul que tem grande interferéncia
caucasiana em sua conformac&o genética (INACIO; FILHO; VIEIRA, 2004).

Diante de tamanha diversidade étnica, considerando que a ECA é um
importante regulador do SRA, que tem uma acgao significativa na inflamagéo e
alteracdo da PA influenciada pela ANG Il e que o polimorfismo I/D aumenta a atividade
deste sistema, pode se considerar uma possivel lesdo dos 6rgaos alvos, mediada por
tais alterac6es. Tudo isso também pode aumentar a geracdo de EROs e de citocinas

no organismo dos pacientes, tornando cada vez mais necessario o estudo da relacao
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entre este polimorfismo e marcadores inflamatérios no transplante renal (RASHED et
al., 2015; SATOU et al., 2018).

2.4 INTERLEUCINA-1 3 E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DO PLASMA

A inflamacdo € a resposta imunologica do organismo frente a danos nos
tecidos, seja causada por microrganismos como bactérias e virus ou por agentes
fisicos, como trauma, cirurgia e lesdes. O processo inflamatério pode ser classificado
como agudo, de inicio abrupto, resultante de uma resposta imune inicial com presenca
de dor, rubor e edema. Neste processo inicial de defesa do organismo, ha aumento
do fluxo sanguineo, leucdcitos e anticorpos para o tecido lesado. A inflamacéo cronica
€ proveniente da falha de algum destes processos de defesa, onde os neutréfilos sédo
substituidos por macréfagos e as células T estdo presentes. Diante do dano
progressivo e a longo prazo, a destruicdo de elementos teciduais pode levar ao
desenvolvimento de diversas patologias, dentre elas as renais (ZHOU et al., 2010).

O transplante renal é um importante indutor de uma intensa reacéao inflamatoria,
ja que o 6rgado doado é repleto de antigenos imunogénicos e é inserido no sistema
imune do receptor precisando se adaptar (PEREIRA, 2009). O processo de inflamacéao
tende a diminuir com o tempo, mas pode persistir, especialmente no primeiro ano apos
transplante em uma parcela importante de transplantados (CHANDRAN et al., 2017).

Os pacientes transplantados renais podem apresentar uma inflamacao
subclinica precoce associada a fibrose e a disfuncao tardia do enxerto. A fibrose é um
processo normal de cicatrizacdo e reparo de feridas que € ativado frente a lesdes, a
fim de manter a arquitetura e a integridade das funcdes originais do 6rgéo. Entretanto,
guando ha exacerbacéo ou desregulacdo deste processo inflamatério pode haver a
deposicdo de um excesso de matriz extracelular nos rins, resultando em cicatrizes
fibrosas levando ao colapso do parénquima e a perda da funcao renal (TORRES et
al., 2014).

A fim de evitar a perda da funcao renal e com a necessidade de se monitorar
rotineiramente o processo inflamatério nos pacientes transplantados renais, tem-se
utilizado cada vez mais novos biomarcadores com valores preditivos significativos
para monitorar a intricada reposta inflamatéria desencadeada apés o transplante
renal, como as citocinas e outros marcadores inflamatérios, como aqueles capazes

de avaliar o potencial estresse oxidativo. Os marcadores associados ao estresse
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oxidativo se baseiam nos produtos de oxidacdo de lipidios, proteinas e DNA ou
afericdo da capacidade antioxidante de amostras biolégicas. Para a avaliagdo do
estresse oxidativo é necessario avaliar a producdo de ERO ou ERN. O aumento da
producado de espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio e a auséncia de um aumento
equivalente de uma resposta antioxidante define um estado de estresse oxidativo
(BARBOSA et al., 2010; ZHOU et al., 2010).

A instalacdo do processo de estresse oxidativo € resultante do desequilibrio
entre a geracao de EROs e os multiplos sistemas de defesa antioxidantes. Um perfeito
equilibrio entre oxidantes e antioxidantes representa a condi¢cdo essencial para a
homeostase. A geracao de radicais livres constitui um processo continuo e fisiolégico
gue cumpre funcdes biologicas importantes. Os radiacais livres sdo considerados os
principais mediadores do estresse oxidativo e durante os processos metabolicos
atuam como mediadores para transferéncia de elétrons nas diversas reacfes
bioguimicas, possibilitando a geracdo de ATP através da cadeia transportadora de
elétrons, ativacdo de genes e participacdo nos mecanismos de defesa contra
infecc6es (GHORBANIHAGHIO et al., 2008; BARBOSA et al., 2010).

Os radicais livres sdo constantemente gerados in vivo pelo metabolismo do
oxigénio nas mitocéndrias, membranas celulares e citoplasma. A mitocondria, através
da cadeia transportadora de elétrons, € a principal fonte geradora de radicais livres.
Havendo um desequilibrio no mecanismo de formacéo oxidante e antioxidante, com
producdo exacerbada de radicais livres, pode-se conduzir a danos oxidativos, ja que
esse processo resulta na oxidacdo de moléculas com consequente perda das funcbes
biolégicas e perda da homeostase. Diante de um possivel prolongamento e
cronicidade desse desequilibrio derivam-se numerosas enfermidades crénicas nao
transmissiveis como DM, aterosclerose, obesidade e cancer (BARBOSA et al., 2010).

As EROs podem ser produzidas de forma enddgena e exdégena. Na via
enddgena podem ser geradas por processos enzimaticos, como na respiracao celular
(cadeia de transporte de elétrons mitocondrial) e por células do sistema imunolégico
no processo inflamatério. Outro processo enddgeno e importante € a atividade do
complexo nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, que ocorre
quando ha estimulacdo de células polimorfonucleares e mondécitos. Em algumas
patologias é possivel notar uma maior formacdo de EROs, como na DRC, devido ao
prolongamento da inflamacao, que resulta na disfuncdo do endotélio e em patologias

associadas a ANG Il, como a hipertensao, ja que a ANG Il é um importante produtor
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de EROs e aumenta a atividade de NADPH. A via exdgena pode ser induzida por
fatores externos, como produtos quimicos, poluentes, medicamentos e exposicéo a
raios UV (KRATA et al., 2018).

Os EROs atuam na sinalizacdo redox e no sistema imune, sendo produzidos
em grande quantidade na inflamacdo. O equilibrio entre os sistemas pro e
antioxidantes € essencial para o funcionamento normal das células e de todo o
organismo. Nos pacientes transplantados tende-se a observar um profundo
desequilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes, com niveis elevados de EROs
diante da longa duracdo da inflamacgéo. As EROs reagem diretamente com lipideos
das membranas celulares, levando & oxidacdo do DNA e proteinas, causando
disfuncédo celular. Além disso, diante do comprometimento da funcédo renal, ha
acumulo de toxinas e residuos metabdlicos, levando a um desequilibrio na
homeostase redox (LA RUSSA et al., 2017).

Os biomarcadores associados ao estresse oxidativo desempenham importante
papel na génese de processos metabolicos e sdo considerados novas ferramentas de
diagnoéstico de varias doencas, com potencial para elucidacdo de mecanismos e
implicacdes bioldgicas do dano oxidativo, particularmente associados a pacientes com
enfermidades cronicas, possibilitando realizar um planejamento de acdes eficazes no
controle e prevencédo. (BARBOSA et al., 2010; MUCHA; FORONCEWICZ; PACZEK,
2016).

O método para avaliacdo da capacidade antioxidante do plasma, objeto deste
estudo, se baseia na reducao do sal MTT [(3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo
de tetrazolina)]. O MTT € um composto que quando absorvido pelas células, através
de endocitose, pode ser reduzido por enzimas mitocondriais, formando um produto
de cor purpura denominado formazan, diretamente proporcional a capacidade
redutora e/ou antioxidante da amostra testada (CARMICHAEL, 1987).

O MTT é um sal tetrazélico que pode ser reduzido por antioxidantes como o
ascorbato, urato, tocoferol, albumina e o grupo das sufidril proteinas, formando cristais
de formazana que possuem cor purpura e sao soluvéis em isopropanol (MEDINA et
al., 2007)

Todos esses métodos estédo associados a busca por novos biomarcadores no
processo inflamatério do transplante renal, destacando-se também neste cenério, as
citocinas. As citocinas pertencem a um grupo de proteinas de baixo peso molecular,

produzidas por diferentes tipos de células com efeitos autécrinos, paracrinos e
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enddcrinos, sendo envolvidas no controle e propagacao da resposta imunoldgica com
diferentes vias de sinalizacdo. Sao divididas em varias classes, como interleucinas
(IL), fatores de necrose tumoral, interferons, fatores estimuladores de col6nia, fatores
transformantes de crescimento e quimiocinas. As citocinas sdo muito importantes no
processo de comunicacdo celular e sdo produzidas por uma ampla variedade de
células do sistema imune (CARVALHO; DOMINGUETI, 2016).

A dosagem de citocinas no transplante renal tem sido utilizada como uma
ferramenta alternativa no diagnoéstico de complicacdes do transplante, como a rejei¢ao
aguda e a fibrose intersticial. As citocinas podem influenciar em varios aspectos
relacionados ao transplante, ao recrutar leucécitos para o0 processo de
isquemial/reperfusdo, na resposta do receptor a infecgcbes durante a supressao
imunoldgica e no controle da rejeicdo aguda e fibrose intersticial (HU; KNETCHLE,
2006).

As citocinas atuam como comunicadores intercelulares, podendo alterar o
comportamento dos leucécitos, atuando em forma de rede (LEE et al.,, 2004),
compondo um importante sistema homeostatico com acdes potentes de vigilancia
imunoldgica, crescimento, desenvolvimento e reparo celular (HUISING et al, 2004).

Podem ser detectadas em células de tecido renal, sangue e urina dos
pacientes, podendo sofrer interferéncia na sua expressao devido ao uso de
medicamentos anti-inflamatorios, inibidores da ECA, imunossupressores e
antagonistas de receptores de citocinas e por consequéncia alterar a evolucdo do
transplante renal (PEREIRA et al., 2009).

A IL-1B € uma citocina pré-inflamatéria potente de rapida resposta, que induz
uma cascata de efeitos que levam a resposta inflamatoria e atua na defesa do
paciente. Também é capaz de causar ativacdo dos vasos, aumento a aderéncia de
neutrdéfilos e linfocitos as células endoteliais, podendo estar relacionada a biologia
imunoldgica da rejeicdo aguda e cronica do enxerto (LEE et al., 2004). A desregulacao
da sintese e liberag&o da IL-1B contribui para a patogénese das doencgas inflamatorias
e imunomediadas, sendo que no transplante renal ela pode preceder o desfecho
desfavoravel do enxerto, seja proveniente do doador ou do receptor, podendo ser
utilizada como um importante biomarcador pré-transplante ndo HLA (BHAT et al.,
2017).

A resposta das citocinas ao processo inflamatério mediado por lesdo ou

infeccdo depende da concentracdo do fator de necrose tumoral (TNF) e da IL-1. A
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liberacé@o de citocinas facilita o influxo de linfécitos, neutrofilos, mondcitos e outras
células para o local da leséo, atuando frente a antigenos e na cicatrizagédo dos tecidos
(OSTROWSKI et al., 1999), desempenhando assim um papel fundamental nas
doencas inflamatoérias e imunomediadas.

A IL-1p esté envolvida em uma variedade de atividades celulares, incluindo a
proliferacéo, diferenciacdo e apoptose celular, sendo produzida e liberada
rapidamente por inumeros tipos de células imunes e outras células que ativam os
linfocitos T em resposta a sinais inflamatorios. E considerada altamente pirogénica
por atuar como um amplificador de rea¢des imunes. Induz um aumento da expressao
das moléculas de adesdo e promove um aumento da permeabilidade das células
endoteliais e altera a hemodinamica glomerular (ZHAO; ZHOU; SU, 2013;
CARVALHO; DOMINGUETI, 2016; BENT et al., 2018).

Sendo a inflamacédo considerada como um marco na DRC e no transplante
renal, ainda ndo esté elucidado se a inflamacédo € um correlato precoce da reducao
do eRFG ou se é um fendbmeno tardio associado ao comprometimento grave do eRFG.
A IL1 pode causar mudangas consistentes na permeabilidade vascular e no eRFG.
Sabe-se que o aumento da permeabilidade microvascular causa o aumento do
extravasamento de macromoléculas, com microalbuminuria e proteindria para o
intersticio durante o processo de inflamacao renal (PALOMO et al., 2015).

Desta forma, a avaliacdo de novos biomarcadores genéticos e inflamatoérios no
transplante renal desponta como uma potencial proposicdo de diagnostico e

monitoramento deste importante grupo de pacientes.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cell-proliferation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/programmed-cell-death
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3 JUSTIFICATIVA

Diversos sdo os desafios enfrentados pelas equipes de transplante renal,
dentre eles destaca-se a rejeicdo ao enxerto. O transplante renal evoluiu muito nos
ultimos anos, mas se faz cada vez mais necessario a utilizacdo de biomarcadores
menos invasivos, uma melhor elucidacao da participacdo de elementos imunoldgicos
e de marcadores de inflamacdo no transplante renal. Assim, novos biomarcadores
precisam ser mais bem explorados.

Os polimorfismos e os marcadores de inflamag&o, se encaixam bem neste
contexto. Sugere-se que esses marcadores possibilitem uma personalizacdo do
tratamento, especificamente o polimorfismo I/D do gene da ECA, a interleucina 1 beta
e 0s marcadores de estresse oxidativo. O processo que envolve as trés frentes é
ciclico, levantando a possibilidade de que uma intervencado em qualquer ponto deste
ciclo pudesse ajudar a resposta do paciente frente ao transplante.

A presenca do polimorfismo I/D do gene da ECA altera a producdo de ANG I,
produzida pelo SRA, e esta, por sua vez, induz a vasoconstricdo e consequente
elevacdo da PA. Além dessa acao direta, a ANG Il quando cronicamente elevada
estimula a geracao de estresse oxidativo e ativacao do sistema imunolégico com a
liberacé@o de citocinas pro-inflamatérias que regulam o SRA, acelerando ainda mais a
formacdo de ANG Il. No processo, os fatores inflamatorios produzidos pelo sistema
imune e pelo SRA interagem intimamente e promovem sinergicamente a elevacao da
presséao arterial e o desenvolvimento de lesdo tecidual associada ao SRA (HUANG et
al., 2015; SATOU et al., 2018)

Além disso existem lacunas importantes na literatura, quando se trata da
avaliacdo do polimorfismo da ECA em funcdo de marcadores inflamatérios no
transplante renal. De tal forma, a deteccdo de variagbes genéticas e de marcadores
inflamatérios que podem influenciar o equilibrio entre os niveis de ANG Il e que
podem, por consequéncia, afetar o aparecimento de lesdo renal até o desfecho do
transplante renal, representa uma ferramenta em potencial, o que justificaria este

estudo.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o polimorfismo insercéo/delecéo (I/D) do gene ECA, a interleucina 1
beta e capacidade antioxidante do plasma, correlacionando-os a funcéo do

enxerto e a histéria prévia de rejeicao.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o polimorfismo I/D do gene da ECA em pacientes transplantados renais,
correlacionando tais achados a funcéo renal do enxerto e a episédios prévios

de rejeicéo;

Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo I/D em funcao
dos niveis plasmaticos de creatinina, ritmo de filtracdo glomerular estimado,

histéria prévia de rejeicao.

Mensurar os niveis da interleucina IL-1 beta e determinar o perfil antioxidante
do plasma por meio da reducdo do sal de tetrazolio relacionando-os ao
polimorfismo I/D da ECA, aos marcadores de funcao renal avaliados, historico

de rejeicdo e o tempo pos-transplante dos transplantados renais.

Associar os biomarcadores investigados com a presenca de hipertensao
arterial e as drogas imunossupressoras em uso, bem como a outros parametros

clinicos .
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5.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ASPECTOS ETICOS

/ Critérios de exclusao \

- Presencga de fraturas recentes,
intervengdes cirdrgicas,

doencgas hematologicas e

Elaboragao do
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=
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48443715.3.0000.5149
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i
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~

- Transplantados renais com
idade superior a 18 anos;
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A

estavel no momento da

infecgBes virais ativasfrecentes L
no momento da abordagem; - I
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C2: = 1.4 mg/dL (n=581)
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(n= 78) T1: 01 a 24 meses (n= 22)
REJ: Rejei latad T2: 25 a 60 meses (n= 30)
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“Varidveis nfio-paramétricas: teste de MannAWhitney ou Kruskal Wallis

= Varidveis categdncas: leste Qui-quadrado ou teste de Fisher quando aplicavel

= Valor de p <0,05 considerado significative

J

Figura 2 - Delineamento experimental. COEP: Comité de Etica em Pesquisa. eRFG: ritmo de
filtracdo glomerular estimado.
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O Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade Federal de Minas
Gerais aprovou o corrente projeto, CAAE — 48443715.3.0000.5149, sob o ponto de
vista ético e formal com o titulo original “Avaliacdo de marcadores genéticos,
inflamatdrios e hemostaticos em pacientes transplantados renais” (ANEXO A e B).

Todos os participantes envolvidos foram esclarecidos quanto aos objetivos
propostos nesta pesquisa. A assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (APENDICE A) foi obtida de todos os voluntarios no momento da coleta
de sangue. Uma ficha clinica (APENDICE B) foi elaborada e preenchida para cada

participante do estudo.

5.2 CASUISTICA

Para este estudo transversal-observacional, foram selecionados 173 pacientes
transplantados renais do setor de transplantes da Unidade Bias Fortes do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC/UFMG). As coletas foram
realizadas por um grupo de estudantes do Laboratério de Bioquimica da Faculdade
de Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais no ano de 2014.

Este trabalho faz parte de um projeto maior que foi desmembrado em diversas
frentes de estudo. O banco de dados tem sido alimentado constantemente com novas
informacdes. Baseando-se na experiéncia clinica dos nefrologistas participantes do
estudo, em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa e na literatura (FRIED et al.,
2003; MOTA et al., 2015; MOTA et al., 2017; ELNOKEETY; SHAKER; FAYED, 2017),
foram estabelecidos valores de corte para a estratificacdo dos pacientes de acordo
com a funcéo renal.

Os pacientes foram divididos em dois grupos de acordo com a creatinina

sérica:

» C1: Creatinina igual ou inferior a 1,4 mg/dL (n= 92);
» C2: Creatinina superior a 1,4 mg/dL (n=81).

Os transplantados também foram distribuidos em grupos de acordo com o
eRFG. Os célculos foram feitos pela formula Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration (CKD-EPI).

O célculo foi realizado conforme a seguinte equacao:
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eRFG = 141 x min (Cre/k, 1) @ x max (Cre/k, 1)1-20° x 0,993'dade x 1 1018 [se mulher] x
1,159 [se negro]

Os pacientes foram entéo distribuidos da seguinte maneira:

* R1: eRFG igual ou superior a 60 mL/min/1,73m? (n= 89)
* R2: eRFG inferior a 60 mL/min/1,73m? (n= 84)
(MAZANOWSKA et al., 2013; MOTA et al., 2015).

Além disso, os pacientes foram distribuidos em grupos de acordo com a presenca
ou ndo de rejeicdo prévia ao enxerto renal. Os dados destes grupos foram coletados
a partir de prontuarios médicos. Desta forma, a distribuicdo ocorreu da seguinte
maneira:

e naoREJ: Sem episodio de rejeicédo (n=78);

e REJ: Rejeicao relatada (n=60);

e INDET: Rejeicdo indeterminada (n=35).

Os pacientes ainda foram divididos em quatro grupos de acordo com o tempo pos-
transplante , exceto para as andlises relacionadas ao polimorfismo:

e T1:01 a 24 meses

e T2:25a60 meses

e T3:61a120 meses

e T4:>120 meses pos transplante

5.2.1 Critérios de incluséo

e Pacientes transplantados renais com funcao renal estadvel no momento
da abordagem e coleta de sangue;
e Idade superior a 18 anos;

e Pacientes que receberam o rim de doadores vivos ou falecidos.
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5.2.2 Critérios de ndo inclusdo ou de exclusao

e Presenca de fraturas recentes;

e Pacientes com infeccfes virais ativas ou em terapia antiviral profilatica;

e Presenca de intervengdes cirurgicas recentes;

e Sob hemodialise no momento da abordagem;

e Portadores de disturbios hematologicos, tais como hemofilias, hemorragias,

trombofilia, confirmados por relato médico ou por consulta ao prontuario.

5.3 AMOSTRAS BIOLOGICAS

A coleta das amostras sanguineas foi realizada no Laboratério Central do
Hospital das Clinicas da UFMG em 2014. Foram 5,0 mL de sangue venoso em tubos
sem anticoagulante (VACUETTE®) de cada paciente do estudo, sendo coleta do
sangue realizado a vacuo com obtencao das amostras de sangue total, plasma e soro,
respectivamente. No momento da coleta a equipe utilizou todas as condicdes ideais
de transporte e armazenamento das amostras, sendo devidamente acondicionadas e
transportadas em caixas térmicas refrigeradas. O tempo maximo de 2 horas até a
centrifugacéo nao foi ultrapassado.

5.3.1 Preparo das amostras bioldgicas

Apés a coleta das amostras o grupo de estudantes realizou o preparo das
amostras. Foi separada aliquota de 600 pyL de sangue total das amostras coletadas
em EDTA para a posterior extracdo de DNA, com a finalidade de investigar o
polimorfismo I/D no gene da ECA, sendo as aliquotas das amostras armazenadas de
imediato em freezer vertical a -20°C (Electrolux® modelo FE26) e descongeladas
apenas para a realizacdo da técnica de extragdo de DNA gendmico. As amostras
colhidas em soro e EDTA foram centrifugadas a 3.500 rpm, por 10 minutos, em
centrifuga refrigerada (Jouan® modelo BR4i) a 4°C. Aliquotas de 500 pL de soro e
plasma foram preparadas e armazenadas em microtubos de polipropileno atéxico de
centrifugagéo (Axygen®) devidamente identificados e, posteriormente, congelados a
-80°C.
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5.4 METODOS

5.4.1 Determinacao do polimorfismo I/D no gene da ECA

5.4.1.1 Extracao de DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir das aliquotas do sangue total, utilizando o kit
BIOPUR mini spin® , sendo a técnica realizanda de forma rigorosa conforme as
instrugdes do fabricante. Os tubos contendo DNA foram incubados por 1 hora a 65°C
e armazenados em freezer vertical a -20°C (Eletrolux® modelo FE26). A técnica
detalhada da extracdo de DNA esta contida no APENDICE C.

5.4.1.2 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

As genotipagens dos polimorfismos genéticos da ECA foram realizadas pela
técnica de PCR no laboratorio de Biologia Molecular e no Laboratério de Bioquimica
Clinica do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de
Farméacia da UFMG.

Para a realizacdo das reacdbes de PCR foram utilizados
desoxirribonucleotideos, tampéao (15mM de MgClz, 500mM de KCI, 100mM de Tris
HCI pH 8,4 e 1% de Triton-100) e a enzima Tag DNA polimerase. O numero de ciclos,
a concentracdo de reagentes e a temperatura de anelamento foram padronizados
para os segmentos gendmicos a serem amplificados com o objetivo de se obter um
bom sinal de amplificacdo com o minimo de inespecificidade.

As reacbes foram processadas em termociclador (Bioer Serves Life®),
compreendendo de uma desnaturacgao inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 35
ciclos de desnaturagéo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 1 minuto e
extensao a 72°C por 2 minutos, com extensao final a 72°C por 10 minutos.

Os fragmentos resultantes da PCR foram detectados por eletroforese em gel
de poliacrilamida a 8%.
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5.4.2 Determinagéo do perfil antioxidante do plasma

5.4.2.1 Ensaio de reducdo do MTT

A determinacéo do perfil antioxidante do plasma foi realizada pela técnica de
reducdo do MTT [(3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina)], um tipo
de sal tetrazolium que sofre reducdo metabolicamente a um produto final
colorimétrico, os cristais de formazana (ABREU et al., 2007).

S&o encontrados no plasma diversos fatores antioxidantes que séo capazes de
reduzir o MTT. O produto final dessa reducdo tem sua concentracdo detectada por
absorcdo da luz, podendo a leitura ser realizada no espectrofotbmetro ou leitor de
ELISA.

Para cada amostra foram transferidos, em um tubo de ensaio, 100 pL de soro
ou plasma em EDTA, 50 pL de PBS (Phosphate Buffered Saline- Tampéao fosfato
salino) e 12,5 pL de solugéo de MTT. Seguido de incubagdo em banho-maria a 37° C,
por 60 min. Adicionado 750 pL da solucéo de isopropanol &cido (élcool isopropilico +
HCI 0,04 M). Agitado em vortex por aproximadamente 30 segundos. Centrifugado por
10min a 3000rpm. A leitura do sobrenadante foi feita no espectrofotometro a 570nm,
sendo utilizado o equipamento Spectra Max 384 Plus.

5.4.3 Determinacdo da Interleucina 1 beta (IL-1B)

A IL-1pB foi quantificada utilizando o kit Milliplex® MAP (Human Bone Magnetic
Bead Panel - HBNMAG-51K, EMD Millipore Corporation, Darmstadt, Alemanha),
seguindo-se rigorosamente as instru¢des do fabricante. O kit contém microesferas
magnéticas fluorescentes recobertas por anticorpos de captura especificos para a IL-
1B A reacdo foi lida no sistema de deteccdo de microesferas (Luminex 200TM, HTS,
FLEXMAP 3DTM, Luminex Corporation, Austin, EUA), identificando o complexo
antigeno-anticorpo a ela associado e a magnitude do sinal obtido pela estreptavidina
conjugada com a proteina fluorescente Ficoeritrina (estreptavidina-PE), a qual é
diretamente proporcional a quantidade de antigenos de interesse detectados. A
concentracdo da IL-1B foi estimada a partir de uma curva padrdo. Um maior

detalhamento da técnica de multiplex esta contido no APENDICE E.
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5.4.4 Anélises Estatisticas

As analises estatisticas foram feitas utilizando-se o programa GraphPad Prism
(versdo 6.0). A normalidade dos dados foi testada pelo método Shapiro-Wilk. A
comparacao das variaveis com distribuicdo ndo normal para trés ou mais grupos foram
feitas pelo teste de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn., para
dois ou trés grupos, respectivamente, e expressas como mediana e intevalor
interquartilico (IQ). Para a comparacao das variaveis categoricas (polimorfismos) foi
utilizado o teste do Qui-quadrado (x?) de Pearson assint6tico. Foi utilizado o teste de
Spearman, objetivando-se investigar a correlacdo entre os marcadores de funcao
renal, marcadores inflamatérios e histéria prévia de rejeicdo. Foi considerado

significativa as diferencas com o valor de p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS DOS INTEGRANTES DO
ESTUDO

O presente estudo incluiu 173 pacientes submetidos ao transplante renal,
sendo 104 do sexo masculino (60,11%) e 69 do sexo feminino (39,88%). Os principais
dados clinicos e demograficos dos participantes deste estudo estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1 : Caracterizagao clinica e demogréafica da populacéo estudada

Paramétros Total (n: 173)
Sexo
Masculino 104 (60,1%)
Feminino 69 (39,9%)
Idade
18-34 anos 40 (23,1%)
35-49 anos 57 (32,9%)
50-64 anos 56 (32,3%)
265 anos 14 (8,09%)
Causa priméaria de DRC
Glomerulopatias 55 (31,8%)
Nefroesclerose hipertensiva 24 (13,9%)
Doenca renal do diabetes 15 (8,6%)
Outras causas 31 (17,9%)
Etiologias desconhecidas 31 (17,9%)
N&o informado 15 (8,6%)
Comorbidades
HAS 81 (46,8%)
DM 45 (26,0%)
ITU 12 (6,9%)
Outras 38 (21,9%)
N&o tem/N&o relatado 35 (20,2%)
Tipo de doador
Falecido 94 (54,3%)
Vivo 65 (37,5%)
Indeterminado 14 (8,0%)
Imunossupressao
TAC+MMF+PDN 94 (54,3%)
CSA+MMF+PDN 34 (19,6%)
Outras 27 (15,6%)
Indeterminado 16 (9,2%

/continua
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Terapia anti-hipertensiva

IECA
B - bloqueadores 37 (21,3%)
Antagonista canal de Ca 51 (29,5%)
ARA 55 (31,8%)
Diuréticos 39 (22,5%)

47 (27,1%)

DRC: doencga renal crénica; HAS: hipertenséo arterial sistémica; DM: diabete mellitus; ITU:
infeccdo do trato urinario; TAC: tracolimus, MMF: micofenolato mofetil, PDN: prednisona;
CSA: ciclosporina; IECA: inibidores da enzima conversora de angiotensina; ARA: antagonistas
dos receptores de angiotensina.

Considerando a comparagao entre 0s sexos, o0 valor absoluto e percentual dos
pacientes de sexo masculino (104-60,11%) foi maior do que das pacientes de sexo
feminino (69-39,9%). As idades entre 35-49 anos (32,9%) e 50-64 (32,3%) foram
predominantes no estudo (65,2%). Em relacdo as doencas primarias que culminaram
no desenvolvimento da DRC, as glomerulopatias representaram a maior porcentagem
da populacédo total (31,8%), seguidas dos pacientes que nao possuiam causas
primarias de DRC definidas (17,9%) e da nefroesclerose hipertensiva (13,9%)
relacionada a hipertensdo arterial essencial. Para alguns pacientes (8,6%) ndo havia
registro dessa informacao em seus prontuarios médicos, como mostra a Tabela 1.

No que diz respeito a presenca de comorbidades no transplante renal, destaca-
se como mais comum a HAS (46,8%) seguido de DM (26%), sendo a menos comum
a infeccao do trato urinario (6,9%). Cerca de 20,2% nédo apresentaram comorbidades
ou ndo estava relatado em seus prontuarios.

O doador falecido foi o tipo de doador mais frequente (54,3%), considerando-
se como indeterminado aqueles que ndo possuiam este tipo de registro em prontuario
(8,0%), como mostra a Tabela 1.

Relacionado a terapia de imunossupressao, a terapia tripla mais utilizada foi
composta por Tacrolimus (TAC) + Prednisona (PDN) + Micofenolato Mofetil (MMF),
representando 54,3% da populagdo estudada. Além dos medicamentos para
imunossupressao, todos os pacientes faziam uso de outros medicamentos. A maioria
utilizava hipotensores, sendo 0s mais frequentes os antagonistas de canais de célcio
(31,8%), B - bloqueadores (29,5%) e IECA (21,3%) (Tabela 1).
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6.2 DETERMINACAO DAS FREQUENCIAS DO POLIMORFISMO I/D NO GENE DA
ECA EM RECEPTORES DO TRANSPLANTE RENAL

O polimorfismo I/D no gene da ECA foi determinado em 173 pacientes
transplantados renais, sendo classificados em trés gendtipos diferentes: DD (54-
31,2%), ID (92-53,1%) e Il (27- 15,6%).

Inicialmente, os pacientes foram distribuidos de acordo com o0s niveis de
creatinina sérica (grupos C1 e C2) e as analises das frequéncias alélicas e genotipicas
foram realizadas. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os dois

grupos (C1 e C2), conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2- Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo I/D da ECA em receptores

do transplante renal de acordo com os niveis séricos de creatinina.

Alelo/Genétipo C1 (n=92) C2 (n=81) p
D 106 (53,2%) 93 (46,7%)
| 78 (53,7%) 67 (46,2%) 0,922
DD 28 (30,5%) 26 (32,0%)
ID 50 (54,3%) 42 (50,6%) 0,920
I 14 (15,2%) 13 (16,0%)

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assint6tico; os dados foram apresentados como valores
absolutos (frequéncia em %); C1: creatinina < 1,4 mg/dL; C2: creatinina >1,4 mg/dL. Valor de

p<0,05 foi considerado significativo.

Posteriormente, os pacientes foram distribuidos de acordo com o ritmo de
filtracdo glomerular estimado (R1 e R2). A Tabela 3 mostra as analises das
frequéncias alélicas e genotipicas. Ndo foram encontradas diferencas significativas

entre os dois grupos (R1 e R2), conforme demonstrado.
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Tabela 3- Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo I/D da ECA em receptores

do transplante renal de acordo com o ritmo de filtragcdo glomerular estimado.

Alelo/Gendtipo R1 (n=89) R2 (n=84) p
D 107 (53,5%) 93 (46,5%)
I 71 (48,6%) 75 (51,3%) 0,370
DD 30 (33,7%) 24 (28,5%)
ID 47 (52,8%) 45 (53,5%)

I 12 (13,4%) 15 (17,8%) 0,637

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético, os dados apresentados como valores absolutos
(frequéncia em %); R1: eRFG 260 mL/min/1,73m? R2: eRFG <60 mL/min/1,73m? Valor de

p<0,05 foi considerado significativo.

Logo apds, os pacientes foram distribuidos de acordo com a historia prévia de
rejeicio ao enxerto (grupos NAO REJ, REJ e INDET), ndo sendo demonstrada

diferenca entre os trés grupos (Tabela 4).

Tabela 4- Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo I/D da ECA em receptores

do transplante renal de acordo com a historia prévia de rejeicdo ao enxerto.

Alelo/Gendtipo |  NAO REJ REJ INDET P
(n=78) (n=60) (n=35)
D 88 (44%) 76 (38%) 36 (18%) 0,247

68 (46,5%)

44 (30,1%)

34 (23,2%)

DD 22 (28,2%) 22 (36,6%) 10 (28,5%)
ID 44 (56,4%) 32 (53,3%) 16 (45,7%) 0,297
[ 12 (15,3%) 6 (10%) 9 (25,7%)

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético; os dados foram apresentados como valores

absolutos (frequéncia em %); ndoREJ: ndo rejeicdo; REJ: rejeicdo; INDET: indeterminado.

Valor de p<0,05 foi considerado significativo.

A comparagédo das frequéncias genotipicas foi novamente estudada entre os

grupos utilizando, quando possivel, os modelos de heranca dominante e recessivo,

uma vez que o padrdo de heranca genética destes polimorfismos néo é totalmente
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conhecido (Tabela 5). Os pacientes transplantados renais foram novamente
distribuidos de acordo com os niveis de creatinina sérica (grupos C1 e C2). N&o foram
encontradas diferencas quanto as distribuicdes das frequéncias dos carreadores entre

os grupos C1 e C2.

Tabela 5- Distribuicdo genotipica segundo modelos dominante e recessivo em
polimorfismo I/D da ECA em receptores do transplante renal de acordo com 0s niveis

séricos de creatinina.

Gendétipo C1 (n=92) C2 (n=81) p
Carreador D
DD + ID 78 (84,7%) 68 (83,9%) 1,000
Il 14 (15,2%) 13 (16,0%)
Carreador |
I+ 1D 65 (70,6%) 54 (66,6%) 0,742
DD 27(29,3%) 27 (33,3%)

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético; os dados foram apresentados como valores
absolutos (frequéncia em %); C1: creatinina <1,4 mg/dL; C2: creatinina >1,4 mg/dL. Valor de
p<0,05 foi considerado significativo.

Posteriormente os pacientes foram distribuidos de acordo com o ritmo de
filtracdo glomerular estimado (grupos R1 e R2). A Tabela 6 mostra as analises das
frequéncias genotipicas referentes aos dois modelos de heranca. Nao foi

demonstrada diferenga significativa entre os grupos.

Tabela 6 — Distribuicdo genotipica segundo modelos dominante e recessivo em
polimorfismo I/D da ECA em receptores do transplante renal de acordo com o ritmo de

filtragc&o glomerular estimado

Genotipo R1 (n=87) R2 (n=86) p
Carreador D
DD +ID 75 (86,2%) 71 (82,5%) 0,536
I 12 (13,7%) 15 (17,4%)
Carreador |

Il + 1D 57 (74,7%) 62 (62,7%) 0,412
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DD 30 (31,0%) 24 (31,3%)
Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintotico; os dados foram apresentados como valores
absolutos (frequéncia em %); R1: eRFG 260 mL/min/1,73m?; R2: eRFG <60 mL/min/1,73m?.

Valor de p<0,05 foi considerado significativo.

Os pacientes também foram distribuidos de acordo com a histéria prévia de
rejeicdo ao enxerto (grupos ndoREJ, REJ e INDET) e as mesmas analises foram
realizadas (Tabela 7). Ndo foram encontradas diferencas significativas quanto as

distribuicdes das frequéncias dos carreadores entre os grupos explicitados.

Tabela 7 — Distribuicdo genotipica segundo modelos dominante e recessivo em
polimorfismo I/D da ECA em receptores do transplante renal de acordo com a rejeicao

prévia ao enxerto.

Genétipo NAO REJ REJ INDET p
(n=78) (n=60) (n=35)
Carreador D
DD + ID 65 (83,3%) 52 (86,6%) 26 (74,2%) 0,299
I 13 (16,6%) 8 (13,3%) 9 (25,7%)
Carreador |
Il + 1D 57 (73,0%) 38 (63,3%) 25 (71,4%) 0,448
DD 21 (26,9%) 22 (36,6%) 10 (28,5%)

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético; os dados foram apresentados como valores
absolutos (frequéncia em %); ndoREJ: ndo rejeicdo; REJ: rejeicdo; INDET: indeterminado.

Valor de p<0,05 foi considerado significativo.

Posteriormente, os pacientes foram avaliados em relacéo a presenca ou auséncia da
doenca hipertensiva pos-transplante, frente ao genotipo. A Tabela 8 mostra as
analises das frequéncias genotipicas e alélicas. Nao foram encontradas diferengas

entre os dois grupos (Presente, Ausente), conforme demonstrado.

Tabela 8- Avaliacdo do polimorfismo I/D da ECA em funcéo da presencga ou auséncia da

doenca hipertensiva pés-transplante.
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Alelo/Genétipo Presente (n=91) Ausente (n= 82) p
D 99 (49,5%) 101 (50,5%)
| 83 (56,8%) 63 (43,1%) 0,176
DD 24 (26,3%) 30 (36,5%)
ID 51 (56,0%) 41 (50,0%) 0,330

16 (17,5%)

11 (13,4%)

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintotico, os dados apresentados como valores absolutos

(frequéncia em %). Presente: presenca de doenca hipertensiva; Ausente: auséncia de doenca

hipertensiva. Valor de p<0,05 foi considerado significativo.

Adicionalmente os pacientes foram distribuidos de acordo com o tipo de

medicacdo imunossupressora. A Tabela 9 mostra as andlises das frequéncias

genotipicas. Nao foram encontradas diferencas entre os trés grupos (TAC, CSA e

outros), conforme demonstrado.

Tabela 9- Frequéncias genotipicas do polimorfismo I/D da ECA em receptores do

transplante renal de acordo com tipo de medicac&o imunossupressora.

Genoétipo TAC CSA Outros p
DD 28 (29,7%) 11 (32,3%) 14 (19,7%)
ID 55 (58,5%) 18 (52,9 %) 18 (41,8%) 0,261

11 (11,7%) 5 (14,7%) 11 (25,5%)

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético, os dados apresentados como valores absolutos

(frequéncia em %). TAC: Tacrolimus, CSA: Ciclosporina. Valor de p<0,05 foi considerado

significativo.

6.3 AVALIACAO DOS NIVEIS DE

TRANSPLATADOS RENAIS

INTERLEUCINA 1 EM PACIENTES
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6.3.1 Avaliacdo dos niveis de interleucina 1 em funcédo da creatinina sérica, do
eRFG , da histéria prévia de rejeicdo ao enxerto em RTR e do tempo pos-

transplante.

A comparacgdo dos niveis de IL-1p foi feita em fungcdo das concentracdes de
creatinina (C1: creatinina <1,4mg/dL e C2: creatinina >1,4mg/dL) conforme ilustrado
na Figura 3A. Nao foram obtidas diferengas comparando-se os dois grupos (mediana
para C1=0,120 e C2=0,130, p=0,309). A avaliacdo dos niveis de IL-1p também foi
feita em funcdo do eRFG (R1: eRFG 260 mL/min/1,73m? e R2 eRFG <60
mL/min/1,73m? ), como mostra a Figura 3B e ndo foram encontradas diferencas
significativas ao se comparar os grupos de eRFG (mediana para R1: 0,130 e R2: 0,
130, p=0,904). Na comparacao entre os valores de IL-1p e historia prévia de rejeicao
ao enxerto (nAoREJ: sem episddio de rejeicdo; REJ: rejeicdo prévia; INDET: rejeicdo
indeterminada) nao foram evidenciadas diferencas significativas Figura 3C (mediana
naoREJ: 0,130, REJ: 0,140, INDET: 0,120, p= 0,185).
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Figura 3 — Niveis séricos de IL 1 em diferentes grupos de pacientes transplantados
renais. A: Pacientes distribuidos de acordo com a creatinina sérica (C1: creatinina <1,4 mg/dL
e C2: creatinina >1,4 mg/dL); B: pacientes distribuidos de acordo com o ritmo de filtragcao
glomerular estimado (R1: eRFG 260 mL/min/1.73m? e R2 eRFG <60 mL/min/1.73m?).

C:pacientes distribuidos de acordo com a histéria prévia de rejeicdo (Nao Rejeicdo, Rejeicéo,
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Indeterminado). Teste de Mann-Whitney para dois grupos e Kruskal-Wallis seguido pelo Teste
de Dunn para trés grupos. O valor de p<0,05 foi considerado significativo.

Para avaliar a influéncia do tempo pos-transplante sobre os niveis de IL-1f3, 0s
pacientes foram distribuidos em quatro novos grupos, sendo eles T1: 1 a 24 meses;
T2: 25 a 60 meses; T3: 61 a 120 meses e T4: acima de 120 meses poés transplante
(Figura 4). Foram observados maiores niveis de IL-13 no grupo T1 em relacédo ao
grupo T4 (p <0,0001), no grupo T2 em relacdo ao grupo T3 (p=0,012) e em relacéo
ao grupo T4 (p <0,0001) e menores niveis de IL-1 no grupo T4 em relagcédo ao grupo
T3 (p= 0,0002).
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Figura 4 — Niveis séricos de IL 1 distribuidos em grupos de acordo com o tempo p0Os-
transplante Pacientes distribuidos em funcdo do tempo pds transplante (T1: 01 a 24
meses ; T2: 25 a 60 meses; T3: 61 a 120 meses; T4: >120 meses pos transplante). Teste
de Mann-Whitney para dois grupos e Kruskal-Wallis seguido pelo Teste de Dunn para trés

grupos. O valor de p<0,05 foi considerado significativo.

6.3.2 Avaliacdo dos niveis de interleucina 1 em funcdo dos polimorfismos da
ECA
A fim de se avaliar a relagdo da IL-13 com os polimorfismos da ECA e seus

genatipos, foi realizada a comparacéo entre a concentracdo de IL-1p nos pacientes
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transplantados em funcdo destes polimorfismos (Figura 5), ndo apresentado
diferencas significativas (p=0.346).
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Figura 5 — Niveis séricos de interleucina 1 distribuidos em grupos de acordo com o
genotipo (DD, ID e Il). Kruskal-Wallis seguido pelo Teste de Dunn, para trés grupos. O valor

de p<0,05 foi considerado significativo.

6.4 AVALIACAO DO PERFIL ANTIOXIDANTE DO PLASMA EM PACIENTES
TRANSPLANTADOS RENAIS

6.4.1 Avaliacédo do perfil antioxidante do plasma em funcéo da creatinina sérica,
do eRFG, da histéria prévia de rejeicdo ao enxerto em RTR e do tempo poés-
transplante

A comparacao dos niveis do perfil de antioxida¢éo do plasma foi feita em funcéo
das concentragcdes de creatinina (C1: creatinina <1,4mg/dL e C2: creatinina
>1,4mg/dL) conforme ilustrado na Figura 6A. N&o foram obtidas diferengas
comparando-se o0s dois grupos. (medianas para C1=0,232 e C2=0,237, p=0,772). A
avaliacdo dos niveis do perfil de antioxidacdo do plasma também foi feita em funcéo
do eRFG (R1: eRFG 260 mL/min/1,73m? e R2 eRFG <60 mL/min/1,73m? ), como
mostra a Figura 6B e ndo foram encontradas diferencas significativas ao se comparar
0os grupos de eRFG (medianas para R1= 0,232 e R2= 0,241, p= 0,558). Na
comparacao entre os valores MTT e historia prévia de rejeicdo ao enxerto (nAoREJ:
sem episodio de rejeicdo; REJ: rejeicdo prévia; INDET: rejeicdo indeterminada) ndo

foram evidenciadas diferencas significativas, Figura 6C (medianas para ndoREJ:
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0,232, REJ: 0,216, INDET: 0,224, p=0,467). Além disso, foi feita a comparacdo dos
niveis do perfil de antioxidacdo do plasma em funcdo do tempo pés transplante (T1:
01 a 24 meses; T2: 25 a 60 meses; T3: 61 a 120 meses; T4: >120 meses ) Figura 6D,
também nao sendo encontradas diferencas significativas (medianas para T1: 0,232,

T2: 0,232, T3: 0,243, T4: 0,244, p=0,351) (Figura 6).
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Figura 6 — Niveis séricos do perfil de antioxidacdo do plasma em diferentes grupos de
pacientes transplantados renais. A: Pacientes distribuidos de acordo com a creatinina
sérica (C1: creatinina <1,4 mg/dL e C2: creatinina >1,4 mg/dL); B: pacientes distribuidos de
acordo com o ritmo de filtracdo glomerular estimado (R1: eRFG 260 mL/min/1.73m? e eR2
RFG <60 mL/min/1.73m?). C: pacientes distribuidos de acordo com a histéria prévia de
rejeicdo (Nao Rejeicdo, Rejeicdo, Indeterminado) D: pacientes distribuidos em funcdo do
tempo poés transplante T1: 01 a 24 meses; T2: 25 a 60 meses; T3: 61 a 120 meses; T4: >120
meses pos transplante. Teste de Mann-Whitney para dois grupos e Kruskal-Wallis para trés

grupos. O valor de p<0,05 foi considerado significativo.

6.4.2 Avaliacdo do perfil antiantioxidante do plasma em funcdo dos

polimorfismos de ECA
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A fim de avaliar a relacdo do perfil de antiantioxidacdo do plasma com o
polimorfismo I/D no gene da ECA, foi realizada a comparacéo entre a concentracao
do perfil de antioxidacdo do plasma nos pacientes transplantados em funcédo dos

genotipos deste polimorfismo ndo apresentado diferenca significante ( (Figura 7),
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Figura 7 — Niveis séricos do perfil de antioxidac&o do plasma distribuidos em grupos
de acordo com o gendtipo (DD, ID e Il). Kruskal-Wallis seguido pelo Teste de Dunn, para

trés grupos. O valor de p<0,05 foi considerado significativo.

6.5 AVALIACAO DAS DROGAS ANTI-HIPERTENSIVAS EM PACIENTES
TRANSPLANTADOS RENAIS

6.5.1 Avaliacdo das drogas anti-hipertensivas (IECA ou néo IECA) em funcéo da

Interleucina-1 e o perfil de antioxidacdo do plasma

Adicionalmente, os pacientes foram distribuidos de acordo com o tipo de
medicacgao anti-hipertensiva (IECA e ndo IECA). A Tabela 10 mostra as analises dos
niveis de IL-1 e do perfil de antioxidacdo do plasma, separados em dois grupos IECA
e Nao IECA. Foi encontrada uma maior mediana de MTT no grupo N&o IECA em
relacdo ao grupo IECA (p<0,0001*). As andlises referentes a IL-1 ndo mostraram

diferenca significativa.
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Tabela 10 — Anélise das drogas anti-hipertensivas em receptores do transplante

renal

Anti-hipertensivo IECA (n=35) N&o IECA p
(n=116)
IL-1 0,120 0,140 0,387
MTT 0,170 0,233 <0,0001*

Teste de Mann-Whitney para dois grupos. O valor de p<0,05 foi considerado significativo.
6.6 ANALISE DE CORRELACAO ENTRE OS PARAMETROS AVALIADOS

Foi investigada uma possivel correlacdo entre os parametros avaliados,
conforme mostra a Tabela 11. Foi encontrada uma correlagéo positiva e significativa
entre os niveis de creatinina e a capacidade antioxidante do plasma avaliado pela
reducdo do MTT, bem como foi encontrada uma correlacdo negativa e significativa
entre o ensaio de MTT e o0 eRFG. Finalmente, foi encontrada uma correlacao positiva
e significativa entre o eRFG e o tempo pds-transplante. Entretanto, todas essas

correlagdes significativas sao de fraca magnitude.

Tabela 11 — Analise de correlacdo entre os parametros avaliados nos receptores do
transplante renal

Parametros r p

Creatinina vs MTT 0,261 0,0006*
Creatininavs IL 1 -0,046 0,569
Creatina vs tempo poés transplante -0,103 0,178
eRFG vs MTT -0,245 0,001*
eRFG vs IL1 -0,015 0,850
eRFG vs tempo poés transplante 0,153 0,045*
Tempo pos transplante vs MTT 0,094 0,419
Tempo pos transplante vs IL 1 0,079 0,329

Analise de correlacdo de Spearman. *Valor de p<0,05 foi considerado significativo.



66

7 DISCUSSAO

7.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS DOS INTEGRANTES DO
ESTUDO

No presente estudo foram avaliados 173 pacientes transplantados renais, dos
quais 104 eram do género masculino (60,1%) e 69 do género feminino (39,9%),
demonstrando um predominio do sexo masculino (Tabela 1). O que corrobora com os
dados do censo de 2016 da Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN), onde 57% dos
pacientes eram do sexo masculino (SESSO et al., 2016). Estudos de outros paises
também encontraram dados semelhantes com o predominio de homens com DRC e
transplantados renais (ARIAS-RODRIGUEZ et al.,2015; HUANG et al., 2017).

Homens e mulheres apresentam sintomas e fisiopatologia distintos frente ao
processo que culmina no transplante. As etiologias dessas diferencas podem estar
associadas a questfes sociais, hormonais e imunolégicas (SANTIAGO et al., 2015).

As mulheres possuem como vantagem os horménios sexuais femininos, como
o estradiol, que pode conferir uma maior protecdo renal e retardar o avanco da doenca
renal, guando comparado aos homens (SILBIGER; NEUGARTEN, 2008), o que pode
explicar a menor necessidade e nimero de transplantes em pacientes do sexo
feminino. Por outro lado, podem apresentar uma menor adesao ao tratamento, ja que
Sa0 mais propensas a terem que adaptar a vida familiar a sua doenca. Apresentam
mais associacoes depressivas e ansiedade, podendo ser traduzido em um estresse
cronico e um maior risco de complicagdes (COBO et al., 2016).

Contribuindo com estes dados, estudos demonstraram que as mulheres em uso
de hemodialise e que estdo a espera de um transplante sdo mais afetadas que o0s
homens nos parametros de qualidade de vida relacionados com salde e apresentam
maior incomodo diante dos sintomas da insuficiéncia renal do que os homens (LOPES
et al., 2007).

De maneira complementar ao estudo de género, o corrente estudo apresentou
as faixas etarias compreendidas entre 35-49 anos (32,9%) e 50-64 (32,3%) como
predominantes no estudo (65,2%), ratificando os resultados encontrados no Registro
Brasileiro de Transplantes (RBT) de 2018, onde os pacientes entre 35-49 anos (27%)

e 50-64 (35%) foram predominantes. O que representa um dado social significativo ja
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gue atinge uma populagédo em plena idade economicamente ativa (BARBOSA et al.,
2006).

No presente estudo, as glomerulopatias (31,8%) e a nefroesclerose
hipertensiva (13,9%) foram as principais causas primarias da DRC, correspondendo
a 45,7%. Entretanto, 35,8% nado apresentavam etiologia definida ou ndo estava
relatada nos prontuarios médicos. Contrariamente, um estudo comparativo entre o
perfil epidemiolégico da América Latina e da Europa demonstrou uma maior
prevaléncia de DM como causa primaria de DRC, e um menor indice relacionado a
glomerulopatia na América Latina comparado a Europa, o que possibilitou aos autores
inferirem que a glomerulopatia na América Latina pode estar subestimada devido a
um encaminhamento tardio aos nefrologistas, o que limitaria a realizacdo de uma
bidpsia renal e a categorizacdo correta da doenca renal primaria (LUXARDO et al.,
2018).

A HA (46,8%) e o DM (26%) foram demonstradas como as principais
comorbidades associadas a populacdo deste estudo, dado que vai de encontro ao
trabalho feito por Romagnani et al., 2017, que relata a prevaléncia da DM e da HA
como as doencgas subjacentes mais comuns. Do namero total do estudo, em 42,1%
dos pacientes as comorbidades associadas n&o estavam relatadas em seus
prontuarios, o que denota uma necessidade crescente de melhoria nos registros da
equipe médica. Cabe ressaltar que tanto o DM quanto a HA podem ser a causa ou a
consequéncia do transplante renal, ndo sendo possivel diferencia-las neste estudo
(ANDERSEN et al., 2004). O DM e a HA, sejam pré ou pés-transplante, podem levar
a uma menor sobrevida dos receptores do transplante renal, especialmente
relacionados a complica¢des cardiovasculares (GOLDMANNOVA et al., 2016; DIVAC
et al., 2017).

Em concordancia com as principais comorbidades, o DM esta entre as
doencas ndo transmissiveis relacionadas como importante fator e risco para DRC.
Estudos revelaram que nas pessoas com DM, a prevaléncia de DRC estimada € de
30-40% (JHA et al., 2013). O DM pré-transplante acentua o declinio na fung¢édo do
enxerto e apresenta um maior risco de rejei¢cdo aguda (EIDE et al., 2017).

Critérios de diagnoéstico para DM poés-transplante, fatores de risco como
obesidade, idade, genética, tratamento com imunossupressao, bem como a
fisiopatologia, foram avaliados em estudos recentes, demonstrando que é essencial o

conhecimento desses riscos, uma vez que eles ajudardo no manejo proativo e
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multidisciplinar, podendo levar a uma melhor funcdo do enxerto a longo prazo
(GOLDMANNOVA et al., 2016; LANGSFORD; STEINBERG; DWYER, 2017) .

Os doadores falecidos foram o tipo mais prevalente de doadores no estudo
(54,3%) o que vai de encontro as informacdes da ABTO (2018) onde a maior parte
dos transplantes realizados no Brasil foi proveniente de doadores falecidos,
totalizando 4.905 (ABTO, 2018).

As terapias imunossupressoras utilizadas nos pacientes transplantados
renais podem estar associadas ao aparecimento de DM e HA pdés-transplante, porém
em um estudo realizado por Sharif e colaboradores (2017), ndo se recomenda a
escolha de um medicamento especifico apenas com base no risco de se desenvolver
a DM.

Diversos estudos compararam as drogas imunossupressoras TAC e CSA,
pilares centrais da imunossupressao atual, mas nenhum apresentou um resultado
consistente, relacionado a indicacao ou preferéncia por uma droga ou outra (KRAMER
etal., 2016; JUNIOR et al., 2015; LIU et al., 2016). No presente estudo foi evidenciado
um maior valor percentual de pacientes em uso da triade imunossupressora TAC
(inibidor de calcineurina) + MMF (agente antiproliferativo) + PDN (corticoesteroide).

Corroborando com este achado, em um estudo de metandlise foi possivel
verificar que o TAC é uma droga eficaz e segura que reduz o risco de morte apés o
transplante, reduzindo também a perda do enxerto, o risco de rejeicdo aguda e a
hipercolesterolemia, demonstrando melhor custo beneficio do que a CSA. No entanto,
apresenta uma tendéncia ao aparecimento de DM recente apés transplante (LIU et
al., 2016). Contrariamente, alguns estudos apontam para beneficios semelhantes
relacionados a sobrevida do enxerto, tanto com o uso de TAC quanto de CSA
(GONWA et al., 2003; MEIER-KRIESCHE; KAPLAN, 2002; WOODWARD et al.,
2005).

Os inibidores de calcineurina, TAC e CSA, também podem causar alteracdes
nos vasos como o0 aumento do tdnus, disfuncdo do endotélio e aumentam a retencao
de sbdio através do SRA, culminando na HA nos pacientes em uso desses
medicamentos (ROSSI et al., 2015). Cerca de 60 a 90% dos pacientes transplantados
renais apresentam HA pdés-transplante, o que pode afetar diretamente a disfuncéo
cronica do enxerto e a sobrevida do transplante (VILLANEGO et al., 2017).

A fim de controlar a HA sao utilizadas medica¢fes anti-hipertensivas, sendo

que neste estudo as medicacdes antagonistas de canal de Ca?* (31,8%), S
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blogueadores (29,5%), Diuréticos (27,1%), ARA (22,5%) e IECA (21,3%) foram
utilizadas pelos pacientes transplantados renais, o que vai de encontro as diretrizes
estipuladas pelo KDOQI 2017 (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative), sobre
hipertenséo e agentes anti-hipertensivos, que estabelece essas drogas como as mais
relevantes para o uso nos pacientes transplantados renais (KRAMER et al., 2019).
Em um estudo, os IECA foram as drogas mais utilizadas em pacientes na fase
pré-transplante e de forma conjugada a outra anti-hipertensivo na fase pos-
transplante. As medicacbes S bloqueadoras e antagonistas de canal de Ca?* foram
mais predominantes na fase pds-transplante, sendo que neste estudo nao foi possivel
identificar e/ou classificar o momento em que a droga anti-hipertensiva foi introduzida.
Em contrapartida, um estudo de Premassathian, 2004 demonstrou que O0S
antagonistas de canal de Ca?* estavam presentes em um maior grupo de pacientes
pés-transplante. Os IECA passam a serem usados com maior frequéncia apds os
anos 2000, sendo considerados ideais para uso em pacientes com doenca renal.

7.2 DETERMINACAO DAS FREQUENCIAS DO POLIMORFISMO I/D NO GENE DA
ECA EM RECEPTORES DO TRANSPLANTE RENAL

A ECA esta diretamente associada a homeostase cardiovascular. O
polimorfismo I/D no gene ECA podem modular geneticamente a expresséao da enzima.
Cerca de 50% da variabilidade interindividual do nivel circulante de ECA e de sua
atividade em um organismo saudavel esta associada a presenca destes
polimorfismos, sendo que o alelo D esta associado aos altos niveis plasméaticos de
ECA e tem como consequéncia fisioldgica aumento dos niveis circulantes de ANG I
(VILLAR et al., 2007). Assim, os polimorfismos que regulam todo o SRA podem ser
considerados como mediadores muito importantes no desfecho do transplante renal,
sendo fundamentais na determinacéo do prognéstico do enxerto renal (AKCAI et al.,
2003).

Nos ultimos anos diversos estudos foram realizados na tentativa de evidenciar
a associacgao do polimorfismo 1/D no gene ECA com as doencgas renais (FAWWAZ et
al., 2017; MANSOURI et al., 2017; SHAIKH et al., 2014), tendo em vista que genes
gue regulam a ECA e outras enzimas do SRA, em receptores de transplante renal,

podem afetar a funcéo renal como um fator independente (SLOWINSKI et al., 2004).
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Dentre os 173 pacientes avaliados no estudo, observamos um predominio de
pacientes com genatipo I/D (n=92, 53,1%), seguido do gendtipo DD (n=54, 31,2%) e
do gendtipo 1l (n=27, 15,6%), o que concorda com outro estudo realizado no Brasil
sobre a frequéncia genotipica deste polimorfismo, onde foi relatada o predominio dos
pacientes com genétipo I/D (INACIO; FILHO; VIEIRA, 2004).

Neste estudo, ndo pbdde ser sustentado a relagéo do polimorfismo I/D no gene
da ECA e a alteracdo na funcéo renal, bem como sua correlagdo com a rejeicéo ao
enxerto em pacientes transplantados renais, ndo apresentando nenhuma diferenca
significativa entre os grupos (Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4). Quanto a funcao renal,
isso esta de acordo com outro estudo que também n&o conseguiu provar que o
polimorfismo I/D no gene da ECA seja um fator progndstico independente para a
funcao renal (KABAT-KOPERSKA et al., 2004).

Além disso, ainda de forma concordante, uma metanalise ndo encontrou
associacao do polimorfismo I/D da ECA com os niveis de creatinina sérica e a taxa de
filtracdo glomerular (CARNING et al., 2015).

Corroborando com a néo significancia dos dados de histéria prévia de rejeicao
no presente estudo, Slowinski e colaboradores (2004), relataram que o polimorfismo
I/D no gene da ECA néo apresentaram relacdo com fatores que predizem a disfungao
do enxerto ou ocorréncias de episédios de rejeicado.

Ademais, Azmandiam e colaboradores (2015) ndo conseguiram demonstrar a
associacao significativa entre os genoétipos da ECA e a rejeicéo, sugerindo assim que
o polimorfismo I/D do gene ECA do doador e do receptor poderiam nao ser preditores
do risco de rejeicéo.

Contrariamente, Viklicky e colaboradores (2012), demonstraram uma possivel
associacado dos genotipos da ECA, principalmente o genétipo DD, a uma funcao do
enxerto satisfatéria, onde os pacientes com este genoétipo apresentaram melhor
performance da creatinina comparado aos outros genotipos.

Adicionalmente e de forma distinta ao nosso estudo, Kabat-Koperska e
colaboradores (2004), demonstraram gue 0s pacientes com o0 gendétipo Il que nédo
estavam em uso de IECA tinham concentracbes significativamente maiores de
creatinina, quando comparadas aos outros genotipos. Porém, nos pacientes com o
genotipo Il que estavam em uso de IECA, a concentragdo de creatinina foi normal,

demonstrando assim o beneficio da medicacéo.
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Ademais, Akcay e colaboradores (2003), relataram que pacientes com gendtipo DD
apresentaram uma pior funcéo cronica do enxerto no grupo de pacientes avaliados.
Ainda de forma contraria aos resultados encontrados no corrente estudo, a
pesquisa de Huang e colaboradores (2015) demonstrou uma associacdo do
polimorfismo I/D da ECA com a rejei¢gao ao enxerto renal.
Assim, ainda € discutivel a associagdo entre o polimorfismo I/D no gene ECA e
a funcéo e alteragdes histoldgicas do enxerto renal, especialmente porque estudos de

polimorfismos exigem um “n” amostral muito grande, o que dificulta ainda mais tais
achados (YANG et al., 2015; HUANG et al., 2015).

7.3 AVALIACAO DOS NIVEIS DE INTERLEUCINA 1 EM PACIENTES
TRANSPLATADOS RENAIS

7.3.1 Avaliacdo dos niveis de interleucina 1 em funcéo da creatinina sérica, do

eRFG, da histoéria prévia de rejeicdo ao enxerto e do tempo pés-transplante.

No presente estudo, ndo foram encontradas diferengas significativas na
comparacao dos niveis de IL-1 em funcéo das concentracdes de creatinina, do eRFG
e da histéria prévia de rejeicdo ao enxerto (Figura 3A, 3B, 3C, respectivamente).

A avaliacdo dos niveis da IL-1, especificamente, em associacdo a fun¢éo renal
e aos fatores de rejeicdo em pacientes transplantados renais, permanece pouco
explorada na literatura demonstrando, assim, a necessidade de se investir no estudo
deste biomarcador inflamatério tdo importante para o transplante renal.

De forma distinta aos resultados encontrados no presente estudo, Caban e
colaboradores (2009) demonstraram um nivel sérico elevado de IL-1 em pacientes
com funcéo renal diminuida apés o transplante em comparacao a pacientes com boa
funcdo renal ap6s a transplantacdo. Tal fato pode estar relacionado as células
polimorfonucleares e mondcitos de pacientes com rejeigcdo que secretam mais IL-1 do
que pacientes com ndo rejeicdo ou pacientes com bidpsia de enxerto normal
demonstrando, assim, uma possivel relacao entre a IL-1 e a rejeicdo (MULDERS et
al., 2017).

Adicionalmente, um estudo realizado por Teppo e colaboradores (1998),
demonstrou altas concentragdes de IL-1 e creatinina em receptores do transplante

renal com rejeicdo quando comparados aos pacientes sem histérico de rejeicao.
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Em um estudo com modelo animal, foi observado um aumento significativo de
IL-1 nos camundongos apds o procedimento de transplante, ndo sendo possivel
demonstrar se 0 aumento da citocina esteve relacionado diretamente ao transplante
ou se estava associado ao processo inflamatoério gerado pelo ato cirtrgico (SECHER
et al., 2014).

Cabe ressaltar que diante da importancia das interleucinas no transplante renal,
outras interleucinas tém sido associadas a funcéo renal e rejeicdo do transplante,
como no estudo realizado por Kwiatkowska e colaboradores (2017), que avaliaram se
a interleucina 8 (IL-8) era um bom marcador de funcéo do enxerto, sugerindo que um
alto nivel urinario de IL-8 apds o transplante seria um marcador precoce da disfuncao
do enxerto e de longo prazo, sendo também negativamente correlacionado ao RFG
avaliado no periodo inicial pos-transplante.

Sonkar e colaboradores (2013) apresentaram em seu estudo um aumento
significativo de IL-6 e TNF no grupo de receptores do transplante renal que
apresentavam rejeicao.

De forma complementar, Budak e colaboradores (2015) encontraram uma
correlacao negativa entre TNF e 0 eRFG nos pacientes pos-transplante. Além disso,
Mazanowska e colaboradores (2013) associaram negativamente em seu estudo a
relacdo do eRFG com os niveis urinérios de IL-6 nos receptores de transplante renal.

No presente estudo, foram encontradas diferencas significativas na
comparacao dos niveis de IL-1 em funcao do tempo pés-transplante (Figura 4).

Um estudo demonstrou que os niveis de IL-18 (HUNG et al., 2011) e de outras
citocinas pro-inflamatorias, como a IL-6, o TNF e a IL-8, estavam significativamente
mais elevados em pacientes com insuficiéncia renal crénica em hemodidlise regular
guando comparados aos do grupo controle representado por individuos saudaveis
(RYSZ et al., 2006). No presente estudo, os niveis de citocinas ndo foram dosados
antes da realizacdo do transplante, porém cerca de 19% dos pacientes avaliados
fizeram hemodidlise antes do procedimento cirdrgico. De fato, assim como o processo
de transplantacdo renal, a hemodialise gera um processo inflamatério intenso o que
aumenta o risco de morbidade e mortalidade destes pacientes (ONCEL et al., 2016;
MANDIC et al.,2017).

Além disso, outro estudo foi parcialmente concordante aos nossos achados ao

demonstrar uma reducdo significativa de biomarcadores pro-inflamatorios aos 6
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meses de transplante renal, seguida de uma elevagao destes marcadores em um ano
e um ano e meio apos o transplante (CUETO-MANZANO et al., 2005).

Um estudo de Mota e colaboradores (2013) se mostrou discordante aos
resultados encontrados no presente estudo ao verificar uma tendéncia a elevacéo de
niveis de IL-1B apos 120 meses de transplante. Nessa pesquisa foram avaliados
pacientes transplantados renais de dois centros de transplante de Belo Horizonte,
incluindo o centro estudado no corrente estudo. Os autores explicaram este fato pelo
descuido frequente do uso da imunossupressao pelos pacientes apdés um maior tempo
de transplante.

Ainda de maneira distinta, Simmons e colaboradores (2005), observaram uma
reducado significativa dos marcadores inflamatérios no periodo de pos transplante
recente indicando uma diminuicdo do processo inflamatério com a restauracdo da
funcdo renal apds o transplante.

Sabe-se que a tolerancia imunolégica pode ser adquirida pelos pacientes no
transplante. Tal fato pode explicar o tempo pés-transplante a longo prazo encontrado
em nosso estudo. Em um estudo realizado por LU e ZANG (2016), foi relatado que a
tolerancia imunolégica pode acontecer em alguns casos, onde o0s receptores tornam-
se tolerantes ao enxerto e mantém uma funcgdo estavel do mesmo, configurando uma
tolerancia imunologica espontanea.

Sabe-se gque a avaliacdo de perfis inflamatdrios no pés-transplante imediato e
tardio tem sido de grande interesse para a pesquisa e para a pratica clinica, uma vez
que tais biomarcadores poderiam se tornar promissoras ferramentas de
monitoramento dos pacientes transplantados renais. Outras avaliagcdes futuras,
considerando, talvez, um maior nUmero de pacientes ou diferentes critérios de selecéo

da amostra, poderiam nos auxiliar na obtencdo de achados significativos.

7.3.2 Avaliacao dos niveis de interleucina 1 em funcdo do polimorfismo I/D da
ECA

No presente estudo, ndo foram encontradas diferencas significativas na
comparacao dos niveis de IL-1 em fungéo do polimorfismo I/D da ECA (Figura 5).
Atribuimos a este fato a uma possivel interferéncia das medicagfes anti-hipertensivas

utilizadas pelos pacientes deste estudo, como a IECA e BRA, ja que essas



74

medicac¢bes tendem interferir na producéo de citocinas pré-inflamatérias (GENCTOY
et al, 2005).

Além disso, 0 uso de medicac&do imunossupressora no transplante renal, como
os inibidores de calcineurina, suprimem a producdo de citocinas, 0 que poderia
também interferir nos niveis da IL-1 (SEYHUN et al., 2015).

Na literatura, estudos da relagéo entre IL-1 e o polimorfismo I/D da ECA em
pacientes transplantados renais ainda sao raros, porém pesquisadores tem trabalhado
esta relacdo em diversas doencas renais e até mesmo em outras patologias, tentando
sempre demonstrar o advento dos fatores ndo modificaveis (genéticos) como
importantes biomarcadores para diagndstico e monitoramento das doencas (NE et al.,
2017; KYUNG-HWAN et al., 2002).

Ne e colaboradores (2017), estudaram o papel do polimorfismo I/D da ECA e
da IL-1 em pacientes com DRC e anemia, eritropoetina hiporresponsivos, onde
observaram que o alelo D afetou positivamente o nivel sérico da ECA. Além disso, ao
comparar o efeito do polimorfismo da ECA nos niveis de eritropoetina, o estudo
verificou que os pacientes com genoétipo DD tiveram valores de eritropoetina bem
menores em relacdo aos demais genotipos. A pesquisa sugeriu que a triagem dos
gendtipos dos pacientes ainda no pré-tratamento pode ajudar a prever quais pacientes
estdo em risco ou serdo mau respondedores ao tratamento, uma vez que O
polimorfismo no gene da ECA tem um papel importante na determinacao da resposta
a eritropoetina e progresséo da DRC.

De forma semelhante, Jeong e colaboradores (2008), constataram que 0s
pacientes com genotipo DD apresentaram valores de eritropoetina significativamente
menores em comparacdo aos pacientes com genotipo ID e Il. Assim, os autores
demonstraram que possuir o gendtipo DD diminui a necessidade do medicamento
eritropoetina, devido ao nivel relativamente alto de ANG Il. Além disso, mostraram que
a inflamacdo é um dos principais preditores independentes da resisténcia a terapia
com eritropoetina com participacdo importante das citocinas pro-inflamatorias com
destaque para a IL-1. Esta tem sido demonstrada como um inibidor de eritropoiese
por suprimir a formacéao de col6nias de progenitores eritroides da médula 6ssea e, por
consequéncia, inibir a producao de eritropoetina.

Além dos estudos realizados associando a IL-1 ao polimorfismo I/D da ECA,
outras importantes citocinas associadas as doencgas renais ou a outras patologias tém

sido avaliadas em associacao ao polimorfismo I/D da ECA.
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Este € o caso do estudo realizado por Genctoy e colaboradores (2005), que
relata uma correlac@o positiva e significativa entre os niveis séricos da ECA com o
TNF e a IL-B. Os autores indicaram os efeitos importantes do SRA, mais
especificamente da ANG II, na producédo de citocinas inflamatdrias em pacientes
renais. Em relacdo a genética, ndo encontraram correla¢éo entre o polimorfismo 1/D
no gene da ECA e as citocinas avaliadas, sugerindo que outros estudos sejam
realizados, a fim de fornecer informacfes para a prevencdo de complicacbes

inflamatorias.

7.4 AVALIACAO DO PERFIL ANTIOXIDANTE DO PLASMA EM PACIENTES
TRANSPLANTADOS RENAIS

7.4.1 Avaliacéo do perfil antioxidante do plasma em func¢éo da creatinina sérica,
do eRFG, da histéria prévia de rejeicdo ao enxerto em RTR e do tempo pdés-

transplante.

No presente estudo, ndo foram encontradas diferencas significativas na
comparacao dos niveis do perfil antioxidante no plasma em funcéo das concentracées
de creatinina, do eRFG, da histéria prévia de rejeicdo ao enxerto e do tempo pos-
transplante (Figura 6A, 6B, 6C e 6D, respectivamente).

Espera-se que com o transplante renal e o restabelecimento das fungfes renais
haja melhora nos indices de estresse oxidativo, com decréscimo destes, uma vez que
as condicdes de dialise pré-transplante e a propria DRC aumentam os niveis de EROs
nesses individuos.

De forma semelhante, um estudo demonstrou uma boa e gradual evolugéo da
funcdo renal apds transplante, acompanhado da melhora dos indices de estresse
oxidativo, devido as alteracdes favoraveis no eRFG dos pacientes estudados, tendo
em vista que a melhora na filtracdo glomerular elimina os solutos toxicos que
contribuem para a formacdo de EROs (MARINHO; ROMAO; CHIARELLO, 2017).

De forma adicional, Cottone e colaboradores (2006) relacionaram o aumento
do estresse oxidativo a um estado inflamatério em receptores do enxerto renal de
acordo com o tempo pos-transplante a longo prazo. Salienta-se que neste estudo

foram excluidos pacientes tabagistas, com DM e historia prévia de doencas
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cardiovasculares, o que traria de fato uma maior tendéncia a elevacédo do estresse
oxidativo e alteracdo dos marcadores de funcéo de renal.

Um dos grandes desafios associados ao estresse oxidativo € a manutencao do
equilibrio deste com os fatores antioxidantes, em favor da homeostase. Chen e
colaboradores (2011) estudaram um mecanismo de protecao do rim contra o estresse
oxidativo e o processo inflamatério em animais, j& que a EROs exercem efeitos toxicos
durante a isquemia/referfusdo. Neste estudo, foi utilizado células tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo e 0s autores demonstraram que esta
terapia minimizou o dano renal apds isquemia/reperfusdo, suprimindo o estresse

oxidativo e a resposta inflamatéria nos animais avaliados.

7.4.2 Avaliacao do perfil antioxidante do plasma em funcédo dos polimorfismos
de ECA

No presente estudo, ndo foram encontradas diferengas significativas na
comparacao do perfil antioxidante em funcéo do polimorfismo I/D da ECA (Figura 7).

Os estudos na literatura quanto ao estresse oxidativo em funcdo do
polimorfismo I/D no gene da ECA de pacientes transplantados renais ainda sao
€scassos.

Em um estudo encontrado neste sentido, foi avaliado a associagcdo do
polimorfismo I/D da ECA com o estresse oxidativo em tecidos renais de camundongos
com nefropatia diabética. Foram encontradas diferencas entre os genotipos, sendo as
alteracbes mais relevantes associadas ao genétipo DD com potencializacdo das
respostas inflamatorias, danos renais e oxidativos. Além disso, a terapia com IECA
reduziu significativamente o estresse oxidativo (ZOU et al., 2017).

Neste contexto, Cobas (2009) avaliou pacientes com diabetes tipo | quando a
presenca do polimorfismo I/D do gene da ECA e o componente essencial para
ativacdo da NADPH oxidase. Nao sendo encontrada diferenca significativa entre os
alelos D e | da ECA tanto no grupo doente quanto no controle. O polimorfismo néao
apresentou associagcdo com a presenca de nefropatia, retinopatia e HA. Desta forma
concluiram que na populacdo estudada a frequéncia do polimorfismo e do stress
oxidativo ndo apresentou diferencas em pacientes diabéticos.

A relacdo do polimorfismo I/D e o perfil antioxidante do plasma, tem sido
avaliado em outras patologias que néo renais, como é o caso do estudo realizado por

Gonzalez-Garrido e colaboradores (2017), onde avaliaram a associacdo do
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polimorfismo I/D, obesidade e dano oxidativo na pré-eclampsia. Foi possivel observar
que a frequéncia do gendtipo DD foi maior nas pacientes com pré-eclampsia quando
comparadas as pacientes com gestacdes normais. Adicionalmente neste estudo,
correlacionaram o dano oxidativo a reducao na atividade do sistema antioxidante das

pacientes com pré-eclampsia.

7.5 AVALIACAO DAS DROGAS ANTI-HIPERTENSIVAS EM PACIENTES
TRANSPLANTADOS RENAIS

7.5.1 Avaliagao das drogas anti-hipertensivas (IECA ou ndo IECA) em fungéo do

perfil antioxidante do plasma

Em nosso estudo foi possivel observar um valor significativo entre o perfil de
antioxidacao do plasma e os grupos IECA e néo IECA (Tabela 10).

De maneira semelhante, um estudo realizado por Ghorbanihaghjo e
colaboradores (2008) avaliou o efeito da medicdo IECA e da ARAs em um grupo de
pacientes, e constatou uma reducéo do estresse oxidativo no grupo que fazia uso das
respectivas medicagoes.

Nakamura e colaboradores (2013) demonstraram que a terapia combinada
IECA e BRA pode ser benéfica por meio de seus efeitos renoprotetores, anti-
inflamatorios e anti-oxidantes. A superestimulacdo do SRA com a liberagédo acentuada
de ANGII tem por consequéncia um aumento da inflamagdo concomitantemente ao
aumento do estresse oxidativo que podem ser inibidos por IECA e BRA.

Em um experimento com modelo animal, foi demonstrado uma diminuicédo da
concentracdo de marcadores de estresse oxidativo e um aumento da atividade
antioxidante (MIKRUT et al., 2016). Além disso, em outro estudo com animais
hipertensos, os autores puderam demonstrar o papel protetor da IECA na lesao
induzida por hipertensado, bem como sua fungcdo em diminuir o0 estresse oxidativo e
aumentar o nivel de antioxidantes (YUSOFF, 2017)

De forma adicional, Calo e colaboradores (2002) puderam identificar um
aumento do estresse oxidativo nos pacientes transplantados renais que faziam uso
de CSA, o que poderia conduzir a uma HA e/ou rejeicdo ao enxerto renal. Foi
constatado também que o uso de IECA nos pacientes deste estudo normalizou a PA

e reduziu o estresse oxidativo.
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Sugere-se entdo que a possivel reducdo do estresse oxidativo durante o
transplante renal merece mais atencdo com a investigacdo de potenciais
biomarcadores. Isto seria um possivel caminho para personalizar o tratamento de
pacientes transplantados renais, ao detectar precocemente as lesdes subclinicas do
enxerto relacionadas a hipertensdo (ARGANI et al, 2008)

7.6 ANALISE DE CORRELACAO ENTRE OS PARAMETROS AVALIADOS

No corrente estudo, a creatinina se correlacionou positivamente com a
capacidade antioxidante. Ademais, foi encontrado uma correlacdo negativa da
capacidade antioxidante com o0 eRFG e uma correlacao positiva entre eRFG e o tempo
pés-transplante (Tabela 11).

Assim como neste estudo, outros autores encontraram uma correlagao positiva
entre a diminuicdo nos niveis de creatinina, com recuperacao gradual da funcao renal,
e 0s biomarcadores do estresse oxidativo pos-transplante. Ainda neste estudo, porém
de forma distinta, foi demonstrada uma correlacdo positiva entre 0 eRFG e a
capacidade antioxidante (MARINHO; ROMAO; CHIARELLO, 2017).

Park e colaboradores (2013) relataram uma associacdo positiva entre uma
melhor funcdo do enxerto renal avaliada pelo eRFG e a sobrevida do paciente ao
longo do primeiro ano pés-transplante.

De forma distinta ao nosso estudo, Mota e colaboradores (2015) relacionaram
de forma negativa o RFG com o tempo pés transplante em receptores do transplante
renal que receberam rins de doadores com critério estendido quando comparado com

os doadores padrao.
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8 CONCLUSOES

Foram encontrados menores niveis da IL-1 no grupo com maior tempo pos-
transplante, o que pode indicar uma reducéo do processo inflamatério com tolerancia
imunolégica ao enxerto.

Uma maior capacidade antioxidante foi observada nos pacientes que néo
utilizavam os inibidores da enzima conversora da angiotensina, demonstrando uma
possivel tentativa de contrabalancear um possivel aumento de inflamacédo e ERRO
nesse grupo.

O perfil antioxidante do plasma e a fungéo renal foram correlacionados nos
pacientes transplantados renais avaliados. Foi possivel observar que a piora ou
melhora da funcao de filtracdo do enxerto esta diretamente relacionada a um aumento
ou diminuicdo, de forma respectiva, da capacidade antioxidante.

As analises genéticas ndo demonstraram diferencas significativas quanto aos
padrdes avaliados.

Estudos futuros com um aumento do numero amostral e com um
acompanhamento longitudinal dos pacientes transplantados renais sdo necessarios
para uma melhor compreensdo dos mecanismos inflamatérios relacionados a perda

do enxerto.
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9 PERSPECTIVAS DE ESTUDO

Correlacionar todos os biomarcadores trabalhados nos outros estudos, pertencentes
ao projeto geral, a fim de correlaciona-los e verificar se existe alguma influéncia destas

correlagdes na funcao renal e na rejeicao ao enxerto

Coletar novas amostras, com objetivo de avaliar todos os pacientes que séo atendidos
pelo Hospital das Clinicas da UFMG no ambulatorio de transplante, a fim de aumentar
0 Nosso n amostral e possibilitar uma melhor avaliagdo dos diversos polimorfismos ja
trabalhados pelo grupo. Mediante a coleta dessas novas amostras, trabalhar com os
marcadores anti-inflamatorios, realizando coletas seriadas no periodo pré e pos-

transplante, a fim de avaliar a funcdo do enxerto renal.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Grupo de Pacientes Transplantados Renais)

Titulo do Projeto: Associagédo de niveis e polimorfismos em genes de citocinas com
a func¢éo renal de pacientes transplantados

Professora orientadora e pesquisadora responsavel:
Dra. Ana Paula Lucas Mota

Vocé estd sendo convidado a participar como voluntario(a) de uma pesquisa
cientifica intitulada como: “Associacdo de niveis e polimorfismos em genes de citocinas
com a funcéo renal de pacientes transplantados”, que esta descrita a seguir:

A perda do enxerto por mecanismos diversos de rejeicdo e a ocorréncia de
complicacbes cardiovasculares ainda séo frequentes no pos-transplante renal. A
inflamacdo, a ativacdo do sistema imunologico, os disturbios da coagulacdo e
caracteristicas genéticas desempenham um papel importante em pacientes
transplantados renais, principalmente no que diz respeito a mortalidade cardiovascular e
ao nsco de rejeicdo. Na década de 1960, os transplantes de érgéos foram iniciados no
Brasil, mas nédo evoluiram naquela época, em razéo da baixa sobrevida dos receptores.
Atualmente, com o aprimoramento de técnicas cientificas, o Brasil detém o maior
programa publico de transplantes de orgédos e tecidos do mundo, destacando-se pelo
crescente numero de transplantes realizados a cada ano.

Esta pesquisa visa esclarecer sobre as alteracdes laboratoriais em exames de
pacientes transplantados renais, que possam contribuir para o melhor tratamento e
monitoramento poés-transplante. Vocé esta sendo convidado para participar desta
pesquisa de forma voluntaria e gratuita.

Para decidir se vocé deve concordar ou ndo em participar desta pesquisa, leia
atentamente todos os itens a seguir que irdo informa-lo(a) e esclarecé-lo(a) de todos os
procedimentos, riscos e beneficios pelos quais vocé passara segundo as exigéncias da
Resolucédo 466/12 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude.

1. Identificacdo do(a) voluntario(a) da pesquisa:

Nome: Género:
Identidade: Orgéo Expedidor:
Data de Nascimento: / / Médico:
Telefone: Tempo de Tx:

2. Objetivo da pesquisa:
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Investigar os polimorfismos em genes de citocinas pro-inflamatorias e reguladoras e os
niveis de citocinas em pacientes submetidos ao transplante de rim, sem sinais clinicos de
rejeicdo, distribuidos em subgrupos de acordo com os niveis séricos de creatinina e o
ritmo de filtrag&o glomerular estimado.

3. Descrigéo detalhada e explicacéo dos procedimentos realizados:

Sua participacdo é voluntaria e se dara por meio de uma punc¢éo venosa de amostras
sanguineas, com agulhas estéreis e descartaveis e tubos a vacuo, também estéreis. Os
riscos decomrentes de sua participacdo na pesquisa envolvem possiveis incdmodos
durante a puncéo venosa, como dor local, tonteira ou sensacéo de desmaio e, apos a
coleta, o possivel surgimento de uma mancha roxa (hematoma), devido ao
extravasamento de sangue de um vaso sanguineo. Geralmente n&o ha complicaches e
essa mancha roxa desaparece em poucos dias.

Descricdo dos desconfortos e riscos da pesquisa:
(X) Risco Minimoe ( )RiscoBaixo ( )RiscoMédio ( ) Risco Alto

4. Descrigéo dos beneficios da pesquisa:

Se vocé aceitar participar, estara contribuindo para a confirmagio ou a exclusdo das
hipateses geradas em torno das alteragbes em exames laboratoriais encontrados em
pacientes fransplantados renais, bem como ira contribuir para a geracdo de materiais
didaticos, que possuem o objetivo de instruir e esclarecer os participantes sobre o
tratamento e a prevencéo de diversas complicacdes associadas ao transplante de rim.

5. Despesas, compensacdes e indenizagfes:

Yocé nao tera despesa pessoal nessa pesquisa incluindo transporte, exames e consultas.
As coletas serfdo realizadas sempre que vocé comparecer as consultas de rotina e/ou ao
laboratorio para exames. Vocé nédo tera compensacéo financeira relacionada a sua
participag&o nessa pesquisa.

6. Direito de confidencialidade:

Vocé tem assegurado que todas as suas informacdes pessoais obtidas durante a
pesquisa serdo consideradas estritamente confidenciais e os registros estarédo disponiveis
apenas para os pesquisadores envolvidos no estudo. Os resultados obtidos nessa
pesquisa poderdo ser publicados com fins cientificos, mas sua identidade sera mantida
em sigilo.

7. Acesso aos resultados da pesquisa:
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Vocé tem direito de acesso atualizado aos resultados da pesquisa. Em caso de resultados
que possam afetar seu monitoramento, entraremos em contato com vocé ou com o Sel
médico para que as devidas medidas possam ser tomadas.

8. Liberdade de retirada do consentimento:

Vocé tem direito de retirar seu consentimento, a qualquer momento, deixando de
participar da pesquisa, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu cuidado efou
tratamento na instituigdo.

9. Acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa:

Vocé tem garantido o acesso, em qualquer etapa da pesquisa, aos profissionais
responsaveis pela mesma, para esclarecimento de eventuais dividas acerca de
procedimentos, riscos, beneficios, etc., através dos contatos abaixo:

Professora orientadora e responsavel pela pesquisa: Ana Paula Lucas Mota
Telefone: (31) 3409 6896
Email: aplmota@farmacia.ufmg.br

10. Acesso a instituicdo responsavel pela pesquisa:

Vocé tem garantido o acesso, em qualquer etapa da pesquisa, a instituicdo responsavel
pela mesma, para esclarecimento de eventuais dividas acerca dos procedimentos éticos,
através do contato abaixo:

Comité de ética do campus da UFMG

Avenida Antdnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II - 29 andar, sala 2005,
Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG. CEP: 31270-901. Telefone (31) 3409
4592,

email coep@prpa.ufma.br




APENDICE B - Ficha Clinica

. . Ficha Clinica .
TAVALIACAD DE MARCADORES GENETICOS, INFLAMATORIOS E HEMOSTATICOS EM PACIEN-
TES TRAMSPLANTADOS REMALS

Mumero de 1D do participants: Data da coleta: L Prontuario:
1. Identificagio:
Momne: Dik: L S
Maturalidade: Enderega:
Cidade: Estado: CER: Tel
Etnia: Médico: Cuttras Infos:
2. Dados Clinicos:
2
a) Peso (Kgk Altura (m) IMC (Kg'm ) b) Dialise\Tempa:
¢} Doenga base: djComorbidades:
2] Data do Tx renal: \ ] f) Doador (tipolidade'\sexo) | i

gl Imunossupressores:
) Chutros medicamentos:

i) Tabagismao® ji Consumo de bebida alcool 7
k} Pratica de exercicio fisico? |} Tipo sanguinea: m} Histaria famili-
ar de DRC: n} PA: \ o) Rejeigho prévialdata'
indugsa;
Dados Laboratoriais -Data: _ V%
Hemograma knograma Blogquimica Blogquimica
Hml ik \ Mk ! Crsal BOA BT \
GL! Mg i ! Linibiaa: Mlvel Mod____
S Bt CalCai \ Ac. Orica: Alburnina
BaschEos Urdna HbATE: Glabira
LirthMaoma DLNpH: \ Glica L] LDH:
Plag MicroWProt ! TEORAST. Colest T
VOMHCM Prol. 24k TGPALT, HDLLDL Y
PTTA: ¢ \p AlbhCreat: FALNGET: ! VLDLATGL
RMINTP \e Setrartzs CKT: Outes
Doty e T Custwoa Custwoa
Imuna (Receptor) Imuno {Deador)
HLA A- DR: HLA A: B: DR:
PRA PRE [data) Prova Cruzada GS
PRA POS (dats) Oiutroes:
Bibpsia Inféngpias phe-Ta:
COutras
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APENDICE C - Detalhamento da extragdo do DNA pelo kit Biopur Mini
Spin

A proteinase K foi previamente preparada com a adi¢cado de 1,35mL de Tampéo de
Proteinase e o Tampao de Eluicdo S foi pré-aquecido a 56°C. Foi realizada a
transferéncia de 200uL de sangue total de cada paciente para microtubos de
centrifugacéo de 1,5mL. Em cada microtubo contendo sangue total foram adicionados
25uL de Proteinase K seguido da adigao de 200uL de tampao de Lise S. Apos a adicédo
dos reagentes, os microtubos foram homogeneizados vigorosamente em vértex para
a obtencdo de um alto rendimento e pureza de DNA. Os microtubos foram incubados
a 56°C por 15 minutos e, a cada 5 minutos desta etapa, foram novamente
homogeneizados em vortex. Para a precipitagdo do DNA, foram adicionados 210uL
de etanol 99,8% nos microtubos. O conteudo de cada microtubo foi transferido para o
Tubo Spin S e centrifugado por 1 minuto a 11.000 RPM. O tubo de coleta com o filtrado
foi descartado e o tubo-filtro foi colocado sob um novo tubo de coleta. Posteriormente,
foram adicionados 500uL de Tampao de Lavagem S| e os Tubos Spin S foram
centrifugados por 1 minuto a 11.000 RPM. O filtrado foi descartado e o tubo de coleta
foi recolocado sob o tubo-filtro. Para remover o etanol residual, foi realizada a
centrifugacéo por 1 minuto a 11.000 RPM. O tubo-filtro foi colocado em um tubo de
Eluicdo S e foram dispensados 200uL de Tampao de Eluicdo S previamente aquecido
diretamente sobre a membrana de silica do tubo-filtro. Os tubos de Eluicdo S foram
incubados por 1 minuto a temperatura ambiente e centrifugados por 1 minuto a 11.000
RPM.
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APENDICE D - Detalhamento da quantificacdo de IL-18 por Multiplex

Para a realizacéo do teste, foram adicionados 200uL de tamp&o de ensaio em cada
poco da placa. A placa foi selada e colocada sob agitacdo por 10 minutos em
temperatura ambiente. O tampé&o de ensaio foi removido por inversao da placa em
papel toalha limpo. Foram adicionados 13uL de amostra padrdo e amostra controle
nos pogos apropriados e 13uL de tampé&o de ensaio nos pogos correspondentes as
amostras teste. Posteriormente, foram adicionados 13uL da solugdo matriz em todos
0S pocos da placa e 13uL de cada amostra de soro (diluigdo 1:2) em seus respectivos
pocos. Apos a adigao das beads (13uL), a placa foi selada e incubada por 2 horas

com agitacdo em temperatura ambiente. Esse passo permitiu que anticorpos
especificos localizados na superficie das beads “capturassem” seus respectivos
antigenos presentes nas amostras de soro garantindo a sua detecc¢éo simultanea.

O conteudo dos pocos foi retirado por inverséo e a placa foi lavada 3 vezes com 200uL
de tampédo de lavagem. Em cada poco, foram adicionados 25uL de anticorpo de
deteccao. A placa foi selada e incubada por 30 minutos em temperatura ambiente com
agitacdo. Para a ligacdo aos anticorpos de detecgdo, foram adicionados 25uL de
estreptavidina-PE nos pocos. A placa foi novamente selada e incubada por 30 minutos
em temperatura ambiente com agitacdo. A etapa de lavagem foi repetida e foram
adicionados 120uL de solucao tampéo sheath fluid em todos os pocos. Por fim, foi

feita a ressuspensao das beads por 5 minutos em agitador de microplacas.



