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RESUMO

O transplante renal é a melhor opgcao de tratamento para a doenca renal crénica em
estagio dialitico. Este procedimento esta associado a melhoria da qualidade de vida
e maior sobrevida dos pacientes com doenga renal crénica terminal em comparagao
a dialise. O transplante renal é capaz de desencadear uma resposta inflamatéria
intensa e alteragcbes no sistema hemostatico. Entretanto os mecanismos
fisiopatolégicos que levam a essas alteragbes ainda nao estdo totalmente
esclarecidos. O objetivo deste trabalho foi investigar biomarcadores inflamatorios e
hemostéaticos em pacientes submetidos ao transplante de rim, sem sinais clinicos de
rejeicdo, em relagdo a funcao renal e ao tempo pés-transplante. Foram avaliados os
niveis plasmaticos de citocinas pré-inflamatérias (IL-8, IL-6, IL-1B, TNF-a, IL-12p70,
IFN-y) e reguladoras (IL-4, IL-5 e IL-10) por citometria de fluxo, e parédmetros
hemostaticos (trombomodulina/TM, fator von Willebrand/FvW, ADAMTS13 e dimero
D/D-Di) por imunoensaio enzimatico. Os pacientes foram distribuidos em subgrupos
de acordo com os niveis plasmaticos de creatinina (C1:<1,4mg/dL; C2:1,4-2,0mg/dL
e C3:>2,0mg/dL) e o tempo poés-transplante (T1:1-24 meses; T2:25-60 meses;
T3:61-120 meses e T4: >120 meses). Os resultados revelaram um aumento de D-Di
e uma tendéncia a elevacado de IL-6 no subgrupo C3 em relagdo ao C1. Niveis
maiores de IL-5 foram obtidos no subgrupo T1 em relacdo ao T2 e niveis elevados
de IL-12 foram obtidos no T4 em relagéo ao T3. A analise de regressao multinomial
multivariada revelou que a ADAMTS13 foi associada aos niveis plasmaticos de
creatinina. A andlise de regressdo logistica multivariada mostrou que o sexo
feminino, o subgrupo T3 e o D-Di foram associados ao ritmo de filtragao glomerular.
Estes resultados permitem concluir que o D-Di foi o marcador mais promissor para
estimar a fungao renal. A regulacédo da inflamacéo a curto prazo foi mediada pela IL-
5 enquanto a resposta pré-inflamatéria a longo prazo foi mediada pela IL-12; a
ADAMTS13 mostrou-se promissora para estimar a funcao renal; o sexo feminino e o
tempo pds-transplante “61 a 120 meses” foram associados ao comprometimento do
ritmo de filtragcdo glomerular.

Palavras-chave: Transplante renal. Citocinas. Hemostasia.



ABSTRACT

Kidney transplantation is a best treatment option for chronic renal disease in dialysis
stage.This process is associated with improved quality of life and longer survival of
patients with end stage renal disease compared to dialysis. Renal transplant is able
to trigger an intense inflammatory response and alterations in the hemostatic system.
However the pathophysiological mechanisms leading to these changes are not
completely understood. The aim of this study was to investigate inflammatory and
hemostatic biomarkers in patients undergoing renal transplant according to renal
function and post-transplant time without clinical signs of rejection. We evaluated the
plasma levels of regulatory (IL-4, IL-5 e IL-10) and proinflammatory cytokines (IL-8,
IL-6, IL-1B, TNF-a, IL-12p70, IFN-y) by flow cytometry and hemostatic parameters
(thrombomodulin/TM, von Willebrand factor/FvW, ADAMTS13 and D dimer/D-Di) by
ELISA. The patients were classified into subgroups according to creatinine plasma
levels (C1:<1.4mg/dL; C2:1.4-2.0mg/dL e C3:>2.0mg/dL) and time post transplant
(T1:1-24 months; T2:25-60 months; T3:61-120 months e T4: >120 months). Results
showed an increase of D-Di and tendency to increase of IL-6 levels in the subgroup
C3 compared to C1. Higher levels of IL-5 were obtained in the subgroup T1
compared to T2 as well as high levels of IL-12 were obtained in T4 when compared
to T3. Multinomial regression analysis revealed that ADAMTS13 was associated with
creatinine plasma levels. A multivariate logistic regression analysis showed that the
female, subgroup T3 and Di-D levels were associated with glomerular filtration rate.
These results suggest that the D-Di was a promising marker to estimate renal
function. Moreover, the regulation of inflammation in the short term was mediated by
IL-5 and the pro-inflammatory state in the long was mediated by IL-12. Besides,
ADAMTS13 has shown promise for estimating renal function; and female gender and
post-transplant time "61-120 months" were associated with impairment of glomerular
filtration rate.

Key-words: Renal Transplant. Cytokine. Haemostasis.
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1 INTRODUGAO E RELEVANCIA

Os primeiros transplantes de rins foram realizados no inicio do século XX,
apos o desenvolvimento das técnicas vasculares nas cirurgias. O transplante de rim
foi o pioneiro, dentre os transplantes de 6rgdos em geral, por se tratar de érgaos
pares, com vascularizacao relativamente simples e diagnéstico das alteragdes
patoldgicas definido sem maiores complicagdes, por meio de exames de sangue e
urina.

O transplante renal é o tratamento de escolha para um namero significativo de
pacientes com doencga renal cronica. Este procedimento estd associado a melhoria
da qualidade de vida e maior sobrevida dos pacientes com nefropatias, em
comparacao a dialise, tanto do ponto de vista clinico, quanto social ou econémico.
No entanto, a rejeicdo ao rim transplantado permanece como a principal causa de
disfuncdo e perda do enxerto no pés-transplante recente e tardio. A rejeicdo ao rim
envolve uma série de interagdes celulares, mediadas por células T, e interacoes
humorais, mediadas por anticorpos.

Atualmente, observa-se uma reducao da incidéncia de rejeicdo ao rim
transplantado, em particular a rejeicao aguda, que diminuiu para cerca de 10% nos
ultimos 10 anos, contribuindo para maior sobrevida do 6rgao e do paciente. Isto se
deve ao avancgo da industria farmacéutica relativo aos imunossupressores, a terapia
pbs-transplante, bem como o aprimoramento das técnicas cirurgicas. Entretanto, a
disfuncdo crénica do enxerto e a perda do rim transplantado a longo prazo
permanecem como o principal problema pés-transplante.

A realizagéo do transplante com doadores vivos tem proporcionado melhores
resultados pds-transplante a curto e longo prazo. Acredita-se que a similaridade do
HLA (antigenos leucocitarios humanos) entre o doador e o receptor seja uma
condicao essencial para o sucesso do transplante, principalmente considerando a
sobrevida do enxerto ao longo de cinco a dez anos. No entanto, sabe-se que a
retirada de um rim de um individuo higido pode acarretar prejuizo ao mesmo.

O numero total de pacientes em didlise no Brasil vem aumentando
gradativamente ao longo dos anos. No ano 2000 havia 42.695 pacientes em
tratamento dialitico e em 2011, este niumero aumentou para 91.314. Deste total,
cerca de 90% dos pacientes faziam tratamento por hemodidlise. O niumero estimado

de pacientes em espera na fila para o transplante renal, no primeiro semestre de
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2012, era de 21.686, o que corresponde a 24% do total de pacientes em didlise.
Esta taxa é inferior a esperada, que seria de 30 a 40%, e o motivo principal € o
atraso na avaliacdo clinica e cadastro dos pacientes com doenca renal crénica
terminal.

No Brasil, a taxa de mortalidade entre os pacientes com nefropatias crénicas
permanece elevada, em torno de 18% ao ano. Por outro lado, segundo dados do
Ministério da Satde e da Associacdo Brasileira de Transplante de Orgdos (ABTO),
foram realizados 2.689 transplantes renais no primeiro semestre de 2012. Este
namero representa 72,6% do total de transplantes de érgaos sélidos realizados no
pais.

A andlise das taxas de doagao, no primeiro semestre de 2012, comparadas
ao mesmo periodo do ano anterior, mostra um aumento de 16,4% de doadores
efetivos e de 13,1% de doadores, cujos rins foram retirados para doacao. Apesar
deste aumento, o0 niumero de 6rgaos disponiveis para o transplante renal € menor
que o numero de pacientes com doenga renal cronica terminal na fila dos
transplantes.

O transplante renal é um procedimento capaz de desencadear uma reacao
inflamatoéria intensa e, consequentemente, induzir a producdo plasmatica de
citocinas, que estdo diretamente envolvidas na resposta imunolégica e nos
mecanismos que desencadeiam a rejeicdo ao rim transplantado. A resposta
imunologica tem sido alvo de inimeras pesquisas visando a melhoria dos resultados
pds-transplante.

Sabe-se que o paciente com doenca renal crénica sob hemodidlise, apresenta
alteracdes do sistema hemostatico, resultantes principalmente do contato do sangue
com a superficie artificial da fistula utilizada para a didlise e com o circuito
extracorpéreo. O fluxo turbulento nesse circuito resulta na ativacao de plaquetas e
de mondcitos que, por sua vez, expressam fator tissular, contribuindo para o
desencadeamento da coagulagdo sanguinea. Além disso, os pacientes em didlise
podem apresentar alteragcdes acido-basicas ou eletroliticas que podem determinar o
estabelecimento de um ambiente pro-trombético. Dessa forma, a avaliacdo de
marcadores capazes de prever as alteracbes da hemostasia, que poderiam resultar
na formacao de trombos na microcirculacdo do érgao transplantado e comprometer

a sobrevida do mesmo, é altamente desejavel.
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Admitindo-se que as citocinas e quimiocinas sdo capazes de ativar os
componentes do sistema hemostatico e esses, por sua vez, ativam a resposta
inflamatoria, o esclarecimento da inter-relacdo entre a inflamacdo e hemostasia
certamente ird contribuir para a monitoracdo pdés-transplante dos pacientes, bem
como para a prevengao da rejeicao ao érgao transplantado.

A principal motivacao para a realizacao do presente estudo foi estabelecer a
associagdo de biomarcadores inflamatérios e hemostaticos com a funcao renal, o
tempo pés-transplante e as caracteristicas clinicas dos pacientes.

Cumpre ressaltar que este é o primeiro estudo realizado no Brasil associando
o perfil de seis citocinas proé-inflamatorias e trés reguladoras a marcadores de leséo
vascular e de formacao/degradacdo da fibrina, em pacientes com concentracoes
distintas de creatinina plasmatica e tempos péds-transplante.

Considerando a heterogeneidade dos pacientes transplantados renais e o
carater multifatorial do processo de rejeicdo ao enxerto, bem como as lacunas na
literatura com relacao a etiologia desse processo e a dificuldade de estabelecer seu
diagnéstico e tratamento, este estudo se justifica plenamente e podera resultar na
definicdo de marcadores para a monitoracdo e progndstico pods-transplante,

possibilitando a contribuicdo mais efetiva do laboratério a clinica.
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2 REFERENCIAL TEORICO
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fisiologia renal

O sistema excretor humano € composto pelos rins, ureteres, bexiga e uretra
(Figura 1). Os rins sao 6rgaos pares, excretores e reguladores, localizados na regiao
lombar retroperitoneal, um de cada lado da coluna vertebral, na altura dos arcos
costais mais inferiores, aproximadamente entre a 102 e 12?2 costelas. Os rins
executam diversas fungdes essenciais, como o controle da osmolaridade plasmatica,
o balango hidro-eletrolitico, o equilibrio acido-base, a excre¢cdo de produtos do
metabolismo e a produgéo de horménios (LEVY; KOEPPEN; STANTON, 2006).

Yeia cava
inferior

Supra-renal

Veia renal
__-Artéria renal

Aorta
Ureter

Figura 1 - Anatomia do sistema excretor humano.
Fonte: SBN, 2011.

No adulto humano cada rim pesa entre 115 a 170g, tendo aproximadamente
11cm de comprimento, 6cm de largura e 3cm de espessura. A parte mediana de
cada rim apresenta uma reentrancia, onde se localizam as artérias, veias, nervos € a
pelve renal. Internamente os rins apresentam duas regides, uma externa, o cortex e
uma interna, a medula renal. O cértex e a medula renais sao compostos por néfrons,
vasos sanguineos, linfaticos e nervos (Figura 2) (KOEPPEN; STANTON, 2009).
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Figura 2 - Estruturas internas do rim humano aberto.
Fonte: KOEPPEN; STANTON, 2009.

As diversas fungoes renais sao realizadas de forma integrada pelos milhdes
de néfrons, unidades funcionais dos rins. Cada néfron é constituido por uma unidade
de filtragcdo, o corpusculo renal, formado pelos capilares glomerulares e pela capsula
de Bowman, e por uma estrutura tubular que apresenta segmentos sucessivos
dispostos em um arranjo em série, sendo esses o tubulo proximal, a al¢ca de Henle, o
tubulo distal e o ducto coletor (Figura 3). Na realidade, a organizagdo do néfron é
bem mais complexa, mas para fins didaticos, sua estrutura pode ser dividida dessa
forma (BARROS et al., 2006).

Cada rim humano adulto é constituido por aproximadamente 1.500.000
néfrons que recebem cerca de 25% do débito cardiaco. O sangue é filtrado a uma
velocidade de 100 a 120mL/minuto e apenas 1% desse volume € eliminado pela
urina. Para que os rins sejam eficientes na formagédo da urina, € necessaria a
amplificagdo integrada das fungdes dos néfrons, que diferem entre si quanto a
morfologia e funcdo ao longo do eixo corticomedular renal. Essa heterogeneidade
morfolégica e funcional dos néfrons é fundamental para os mecanismos que

envolvem as fungdes renais (BARROS et al., 2006).
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Figura 3 - Organizagao simplificada do néfron humano.
Fonte: CESAR; SEZAR; CALDINI, 2011.

Os néfrons sao classificados em superficial e justamedular. O corpusculo
renal de cada néfron superficial localiza-se na regido externa do cértex renal e sua
alca de Henle é curta, o corpusculo renal de cada néfron justamedular localiza-se na
regiao do cértex, adjacente a medula, sua alga de Henle é mais longa e se estende
mais profundamente pela regido medular renal (KOEPPEN; STANTON, 2009).

A filtragdo glomerular pode ser considerada uma das mais importantes
funcbes renais e ocorre através de uma membrana semipermeavel, em
consequéncia do aumento da pressdo hidrostatica nos glomérulos renais. Os
glomérulos sdo constituidos por uma rede de capilares que recebem sangue da
arteriola aferente e drenam na arteriola eferente. Os capilares sdo cobertos por
células epiteliais chamadas poddcitos, que formam a camada visceral da capsula de
Bowman. As células da camada visceral sdo modificadas e voltadas para fora no
pélo vascular, onde as arteriolas aferentes e eferentes entram e saem da capsula de
Bowman, para formarem a camada parietal da capsula. O espago entre a camada
visceral e a camada parietal € chamado espago de Bowman, o qual da origem ao
[tmem do tubulo proximal (LEVY; KOEPPEN; STANTON, 2006).

As células endoteliais dos capilares glomerulares sdao cobertas por uma
membrana basal, a qual estd envolvida pelos podécitos. O endotélio capilar, a
membrana basal e os poddcitos formam a “barreira de filtracdo glomerular”. O

endotélio capilar é fenestrado e livremente permeavel a agua e pequenos solutos,
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como sédio, ureia e glicose. A membrana basal glomerular separa os poddcitos do
endotélio e funciona como uma barreira importante para a filtracdo de proteinas
plasméticas. A formacao da urina comeg¢a com o movimento passivo do ultrafiltrado
plasmatico dos capilares glomerulares para o espaco de Bowman e a partir dai para
o tubulo proximal (LEVY; KOEPPEN; STANTON, 2006).

O tubulo proximal forma inicialmente diversas convolugdes, seguidas por um
trecho reto que desce em direcdo a medula renal. O préximo segmento € a alca de
Henle, composta pela parte reta final do tdbulo proximal, pelo ramo descendente
fino, pelo ramo ascendente fino (somente em néfrons justamedulares) e pelo ramo
ascendente espesso. Ao final do ramo ascendente espesso, um segmento curto,
chamado macula densa, entra em contato com as arteriolas aferentes e eferentes
que irrigam os néfrons. O tubulo distal inicia-se logo ap6s a macula densa e se
estende até o ponto onde dois ou mais néfrons se unem para formar o sistema de
ducto coletor (KOEPPEN; STANTON, 2009).

Apo6s o fendbmeno da filtracdo glomerular, ocorrem outros dois eventos ao
longo do sistema de tdbulos renais: a reabsor¢cdo e a secrecdo tubulares e esses
ocorrem em dire¢des opostas (AIRES etal., 2008).

O filtrado glomerular que alcanga os tubulos dos néfrons flui através do tubulo
proximal, alca de Henle, tubulo distal e ducto coletor até atingir a pelve renal. Ao
longo deste percurso, 99% da agua plasmatica filtrada é reabsorvida. A glicose e os
aminoacidos sao quase inteiramente reabsorvidos com a agua. A reabsorcao tubular
obedece a diferenca de concentragdo das substancias entre o espago intersticial
peritubular e os vasos retos peritubulares (ROSE & RENNKE, 1999).

A secrecéo tubular ocorre em diregdo oposta a reabsorgcdo. As substancias
séo transportadas do interior dos capilares para a luz dos tubulos, de onde séo
eliminadas juntamente com a urina. Os processos de secre¢do mais importantes
estao relacionados a secrecao tubular dos ions hidrogénio e potassio e da amoénia
(ROSE & RENNKE, 1999).

As doencas renais capazes de alterar a taxa de filtracdo glomerular séo as
mais comuns. Os glomérulos podem ser comprometidos por doencas sistémicas ou
doengas limitadas ao rim. Os achados clinicos e bioquimicos resultam de disturbios
fundamentais que levam a alteracbes na permeabilidade e na seletividade dos
capilares, com passagem anormal de proteinas e outros elementos para a urina. Por

outro lado, alteracées na superficie de filtragdo glomerular, com eventual reducao da
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excrecdo de ureia e creatinina, ou disturbios hidroeletroliticos e acido-base também
podem ocorrer. Apesar deste conhecimento, a fisiopatologia das doencas renais €

bastante complexa e ainda ha muito a ser esclarecido.

2.2 Doenca renal crénica

A doenca renal cronica (DRC) constitui um problema de saude publica
importante no Brasil e em todo mundo e esta associada a elevada morbidade e
mortalidade e sua incidéncia e prevaléncia. Os custos para manter os pacientes em
terapia renal substitutiva (TRS), tém aumentado progressivamente a cada ano
(SESSO; GORDAN, 2007).

InUmeras doencgas renais primarias ou sistémicas podem, por meio de
mecanismos distintos de agressao ao rim, resultar em DRC. A taxa de mortalidade
anual é bastante elevada em pacientes com DRC, principalmente entre aqueles que
estdo em terapia dialitica e decorre, principalmente, de eventos cardiovasculares. A
populagéo dialitica possui diversos fatores de risco para estes eventos, tais como
uremia cronica, disturbios hidroeletroliticos e oscilacdo acido-base, o que torna a
DRC, bem como os pacientes em didlise, uma populacdo peculiar para estudos
investigativos, principalmente no que diz respeito a mortalidade cardiovascular
(AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2003; NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH,
2010).

A DRC é definida pela presenca de lesdo renal ou pela redugao significativa e
progressiva da taxa de filtracao glomerular (TFG) por trés ou mais meses. Estima-se
que a TFG decline, fisiologicamente, cerca de 1% a cada ano apds a terceira década
de vida, portanto, a idade constitui um fator de risco independente para o
desenvolvimento da DRC. Além da idade, o diabetes mellitus, a obesidade, a
hipertensdo arterial e as doengas vasculares sdo considerados fatores de risco
importantes para a DRC (GRAVES, 2008).

A DRC ocorre quando h& les@es irreversiveis ao rim, com anormalidades
estruturais ou funcionais, com duracao igual ou maior atrés meses, confirmada por
bidpsia ou pela determinagdo de marcadores de lesdo renal (hematuria glomerular,
proteinuria ou alteragdo em exame de imagem) ou pela reducao da taxa de filtracao
glomerular (TFG<60mL/min/1,73m?) com duracéo igual ou maior a 3 meses, com ou
sem presenca de lesdao renal (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002;
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AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2003; NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH,
2010).

Desde 2002, a DRC é classificada em estagios (1 a 5), de acordo com a
gravidade do problema. No primeiro estagio estdo incluidos os pacientes que
apresentam fatores de risco para a doenga renal, mas que ainda preservam a
funcéo de depuracao normal, ou seja, o ritmo de filtracdo glomerular € maior ou igual
a 90mL/min/1,73m? (BARROS et al., 2006).

Posteriormente, a disfuncao renal é indicada por uma TFG decrescente ou a
lesédo renal € caracterizada pelo aumento da excregéo urinaria de albumina. Desta
forma, a DRC é classificada em cinco estagios, conforme a seguir:

- Estagio 1: a filtragdo glomerular é normal (290mL/min/1,73m2), mas ha evidéncias
de lesdo renal (proteinuria positiva, por exemplo);

- Estagio 2: existe lesdo renal e diminuicao leve da funcao de filtracdo glomerular
(TFG entre 60 e 89mL/min/1,73m2);

- Estagio 3: a filtracdo glomerular esta entre 30 e 59mL/min/1,73m2, com perda
moderada da funcao renal;

- Estagio 4: perda grave da fungdo renal, com filtragdo glomerular entre 15 e
29mL/min/1,73m2;

- Estagio 5: TFG<15mL/min/1,73m2, independente da presenca ou auséncia de
lesdo renal. Este estagio é conhecido como insuficiéncia renal terminal ou doenga
renal crénica terminal (DRCT) e necessita de tratamento por dialise ou transplante
renal (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002; BARROS et al., 2006; FINK et al.,
2012).

A DRC é geralmente assintomdtica até seus estagios mais avangados e sua
progressao € bastante variavel e individualizada. Apesar disto, a existéncia da DRC,
mesmo em seus estdgios iniciais, aumenta o risco para outras doencas,
principalmente as cardiovasculares, e para a mortalidade precoce dos pacientes. Em
todo o mundo, a medida que ocorre declinio da TFG, ha também um incremento na
taxa de mortalidade e de eventos cardiovasculares em pacientes com DRC
(HASSANIEN et al., 2012; FINK et al., 2012).

O pior prognéstico para complicagdes cardiovasculares ocorre na populagao
com DRC em estagio 5, em decorréncia da necessidade de terapia dialitica e pela

elevada morbidade e mortalidade. Estes pacientes sdo candidatos ao transplante
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renal e permanecem em didlise crbnica, principalmente pelo método da hemodialise,
a espera de um doador compativel (SESSO et al., 2008; SESSO et al., 2011).

De acordo com inquéritos realizados pela Sociedade Brasileira de Nefrologia
(SBN) em 2011, as principais doencas reportadas como causa da DRC no Brasil
foram: hipertensao arterial (35,1%), diabetes mellitus (28,4%) e glomerulonefrite
cronica (11,4%). Segundo dados da SBN, existiam 91.314 pacientes em tratamento
dialitico no Brasil, no ano de 2011. Desses, 57,3% eram do sexo masculino; 66,9%
possuiam idade entre 19 e 64 anos e 27,2% entre 65 e 80 anos; 9,3% nao
conheciam a etiologia de sua doenca e 84,9% dos tratamentos dialiticos eram
financiados pelo SUS (SBN, 2011).

Frequentemente tem sido demonstrada a ligagéo entre a inflamacgao crénica e
o risco de desenvolver determinadas doengas, entre elas a doencga aterosclerética, o
diabetes mellitus e a DRC. Especificamente na DRC, sinais de ativagdo permanente
do sistema imune podem ser observados, mesmo em estagios precoces, e niveis
elevados de mediadores inflamatérios tém sido determinados e associados a um
pior prognéstico (BARROS et al., 2006).

A DRC, bem como o processo de hemodialise, predispdem ao estado pro-
aterogénico. O aumento da tendéncia a trombose resulta da ativacao de plaquetas e
dos fatores da coagulacdo. As plaquetas ativadas liberam fatores de crescimento,
como o PDGF (platelet-derived growth factor), que facilita a agregacao de novas
plaquetas, ativadas e ndo ativadas. Além disso, a retengdo de toxinas urémicas, a
hipertensao arterial, o diabetes mellitus e a dislipidemia, frequentemente associados
a DRC, contribuem para a lesdo endotelial e inflamacao crénica nestes pacientes
(MALYSZKO et al., 1996; MALYSZKO et al., 2006b).

Neste sentido, o transplante renal aparece como o tratamento de escolha
para um numero significativo de pacientes com doenga renal crénica terminal. A
realizacdo do transplante de rim esta associada a melhoria da qualidade de vida e a
maior sobrevida dos pacientes nefropatas, em comparacao a didlise, tanto do ponto
de vista clinico, quanto social ou econémico (GALLIFORD & GAME, 2009).
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2.3 Transplante renal

2.3.1 Histérico

O transplante renal foi um dos primeiros procedimentos de transplante de
orgaos solidos realizados no inicio do século XX, utilizando técnicas cirurgicas
desenvolvidas por Alexis Carrel. Alguns fundamentos destas técnicas sao
empregados até os dias atuais. O médico e pesquisador Alexis Carrel foi agraciado
com o prémio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1912, em funcdo dos esforgos
realizados referentes aos transplantes e foi a primeira vez que o Prémio Nobel fora
concedido a um cientista de um laboratorio experimental (PEREIRA, 2004; SILVA,
2008).

O termo transplante foi utilizado pela primeira vez pelo pesquisador John
Hunter em 1778, que descreveu seus experimentos com enxertos ovarianos e
testiculares em animais experimentais. Em 1902, o pesquisador Ullmann, da Escola
de Medicina de Viena, realizou o primeiro autotransplante de rim, implantando o
6rgao nos vasos sanguineos do pescoc¢o de um cdo. Alguns anos depois, em 1906,
foram realizados os primeiros xenotransplantes, com a implantacdo de um rim de
porco e um outro de uma cabra, nos vasos sanguineos do braco e da perna de um
homem. No entanto, os dois rins transplantados funcionaram apenas por uma hora.
Em 1933 foi realizado o primeiro alotransplante renal humano, por Voronoy, na
Ucrania. Este procedimento visava tratar uma insuficiéncia renal aguda causada por
envenamento com mercurio, mas o rim foi retirado do doador cerca de seis horas
apds a parada cardiaca e o receptor faleceu 48 horas apdés o procedimento.
Posteriormente, no inicio da década de 50, vérios transplantes renais em humanos
foram realizados na Frangca e nos Estados Unidos. No entanto, nenhuma droga
imunossupressora era empregada neste periodo e estes transplantes ndo tiveram
éxito (PEREIRA, 2004).

O primeiro transplante renal no Brasil foi realizado em 1965, no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, em um paciente
que recebeu o 6rgdo do irmao (doador vivo) e o primeiro transplante renal com
doador falecido foi realizado em 1967, no Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sao Paulo. Nos anos seguintes, o
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namero de centros de transplantes renais no Brasil aumentou progressivamente e,
em 1976, foram realizados cerca de 730 transplantes de rim (BRASIL, 2010).

O rim a ser transplantado pode ser obtido de um doador vivo ou falecido.
Considera-se doador vivo aparentado, o parente consanguineo na linha reta ou
colateral, até o quarto grau. A vantagem do doador vivo € a melhor condigdo do rim,
que reflete em maior sobrevida do enxerto. Do ponto de vista do receptor, o
transplante de rim de um doador vivo € a melhor op¢ao terapéutica. Entretanto, o
doador vivo podera apresentar problemas futuros em relacdo a funcao renal. A
cirurgia realizada com doador falecido esta associada a maior incidéncia de rejeigao
e menor sobrevida, tanto para o rim transplantado, quanto para o paciente. A
expectativa atual € que o numero de transplantes renais com doadores falecidos
aumente, uma vez que a retirada de um rim saudavel constitui um prejuizo para o
doador vivo. Dessa forma, esforcos vém sendo feitos para compreender melhor e
controlar o processo de rejei¢cao pos-transplante (WEITZ et al., 2006; GALLIFORD &
GAME, 2009).

O tempo de didlise realizada antes do transplante renal também esta
relacionado a sobrevida do enxerto no periodo poés-transplante. Estudos sugerem
que quanto maior é o tempo em didlise, maiores sdo as chances de comorbidades
associadas ao tratamento dialitico, comprometendo a funcao renal e a sobrevida do
enxerto no pés-transplante. Neste sentido, a realizagdo do transplante preemptivo,
antes mesmo da necessidade de dialise, poderia melhorar a sobrevida do enxerto e
diminuir o risco de rejeicbes (WEITZ et al., 2006; GALLIFORD & GAME, 2009;
DAVIS, 2010; HELDAL et al., 2011).

Atualmente, o Brasil possui o maior programa publico de transplantes do
mundo. Durante o primeiro semestre de 2012 foram realizados 3.703 transplantes de
6rgaos sélidos, sendo 2.689 transplantes renais. Destes, 710 foram realizados com
doadores vivos e 1.979 com doadores falecidos (Quadro1) (ABTO, 2012).
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Quadro 1 - Numero de transplantes de 6rgaos sélidos realizados no Brasil durante o 12
semestre de 2012

Orgéos Total Doador Vivo Doador Falecido
Coracao 108 - 108
Figado 801 55 746
Péancreas 20 - 20
Péancreas/Rim 55 - 55
Pulméo 30 1 29

Rim 2.689 710 1.979
Total 3.703 766 2.937

Fonte: ABTO, 2012
O Quadro 2 apresenta a evolugdo anual de transplantes de 6rgaos, em

numero absoluto, realizados no Brasil, entre 2000 e 2011 (ABTO, 2011).

Quadro 2 - Numero de transplantes de 6rgaos sdlidos realizados no Brasil entre os anos de
2000 e 2011

Orgéos 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Coragédo 121 131 150 174 203 181 148 159 200 201 166 160
Figado 485 564 671 816 956 949 1037 1007 1176 1334 1413 1492
Pancreas 46 119 192 217 255 177 187 165 174 160 133 181
Pulméao 25 23 34 42 46 45 49 46 53 59 60 49
Rim 2913 3115 3045 3184 3484 3359 3278 3460 3814 4288 4630 4957

Fonte: ABTO, 2011

A politica nacional de transplantes de 6rgdos e tecidos no Brasil esta
fundamentada na Legislacédo (Lei n® 9.434/1997 e Lei n® 10.211/2001), tendo como
diretrizes a gratuidade da doacao, a beneficéncia em relacao aos receptores e nao
maleficéncia em relacdo aos doadores vivos. Esta legislacao estabelece também
garantias e direitos aos pacientes que necessitam deste procedimento e regula toda
a rede assistencial por meio de autorizacées e habilitacbes de funcionamento de
equipes e instituicdes. Toda a politica de transplante esta em sintonia com as Leis n®
8.080/1990 e n° 8.142/1990, que regem o funcionamento do Sistema Unico de
Saude - SUS (BRASIL, 2010).

O Brasil possui 548 estabelecimentos de saude e 1.376 equipes médicas
autorizados a realizar o transplante pelo Sistema Nacional de Transplantes (SNT). O
SNT é o 6rgéo responsavel pela administragdo dos procedimentos financiados pelo
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SUS e esta presente em 25 estados do pais, por meio das Centrais Estaduais de
Transplantes. No entanto, o SNT ainda é um 6rgao sem recursos adequados e sem
pessoal técnico especializado. Os investimentos crescentes e a aplicacdo de
recursos pelo sistema publico na realizacdo de cirurgias de transplantes tém
proporcionado um crescimento continuo desta atividade (BRASIL, 2010).

Em setembro de 2010, o governo federal, por meio do Ministério da Saude,
langou uma campanha nacional de incentivo a doagéo de 6rgéos e tecidos, além de
anunciar um pacote de melhorias para este setor no valor de 76 milhdes de reais.
Estas medidas, juntamente com a mobilizacdo social e a capacitacdo de
profissionais, deverdo resultar no crescimento de 15 a 20% no numero de
transplantes realizados pelo SUS. Apesar do numero de transplantes ter aumentado
no Brasil e em todo o mundo nos ultimos anos, o0 numero de pacientes em lista de
espera também tem crescido em uma taxa exponencial (GALLIFORD & GAME,
2009; BRASIL, 2010).

O sucesso das cirurgias realizadas, a introdugcdo de novos agentes
imunossupressores e 0S avangos alcancados com a terapia pés-transplante,
proporcionaram uma reducdo expressiva da incidéncia de rejeicdo aguda pos-
transplante, principalmente no primeiro ano apos a cirurgia, que diminuiu para cerca
de 10% nos dultimos 10 anos, contribuindo para maior sobrevida do 6rgao
transplantado e do paciente. Entretanto, a disfuncdo crénica e a perda do rim
transplantado a longo prazo continuam sendo os principais problemas poés-
transplante (GALLIFORD & GAME, 2009; ABTO, 2010; COOPER & WISEMAN,
2010).

O Ministério da Saude e a ABTO divulgam anualmente a estimativa de
sobrevida dos pacientes transplantados renais no Brasil. Estes dados contemplam
apenas as equipes que informam 100% da evolugdo de seus pacientes. No ano de
2010, a sobrevida dos pacientes que receberam o rim de doadores vivos foi de 98%
imediatamente apds o transplante e a sobrevida do rim transplantado, neste mesmo
grupo de pacientes, foi de 95%, no final do primeiro ano pés-transplante. A
sobrevida dos pacientes que receberam o transplante renal de doadores falecidos e
a sobrevida do rim, no final do primeiro ano poés-transplante, foi de 94 e 89%,
respectivamente. A realizacdo do transplante renal com doadores vivos €
considerada, portanto, a melhor alternativa a curto e longo prazo, com resultados

mais favoraveis no poés-transplante, comparando-se com os doadores falecidos. No
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entanto, os potenciais prejuizos para o doador vivo, com a retirada de um rim devem
ser considerados (GALLIFORD & GAME, 2009; ABTO, 2010; COOPER &
WISEMAN, 2010; FERREIRA et al., 2011).

Para receber o transplante renal, os portadores de insuficiéncia renal crénica
precisam passar por um processo criterioso de selecdo, que identifica aqueles
pacientes que sao candidatos ao transplante. Este procedimento é necessario, pois
se trata de um processo cirdrgico complexo e € preciso cautela na indicagdo do
transplante para pacientes de alto risco. Pacientes idosos, portadores de doencas
vasculares sistémicas, de hepatite crdnica e/ou outros processos infecciosos, bem
como portadores de neoplasias, cardiopatias e hipersensibilizados sao considerados
receptores de alto risco (HARTMANN & WU, 2010).

A primeira etapa de preparacdo do receptor consiste em levantar
detalhadamente sua histéria clinica e familiar por meio de anamnese criteriosa e
exame fisico detalhado. Além disso, é realizada uma série de exames laboratoriais,
radioldgicos, cardioldgicos e psicolégicos (BARROS et al., 2006).

Sabendo que o 6rgao transplantado representara uma carga antigénica
importante para o receptor, apds a realizacao do transplante, a grande preocupacao

€ evitar a reacao de rejeicao ao enxerto.

2.3.2 Imunologia do transplante renal

O transplante de érgdos é uma condigdo clinica na qual o sistema
imunol6gico possui enorme importancia. A resposta imunologica contra um érgao
transplantado é uma barreira potencial ao sucesso da cirurgia € o conhecimento de
como suprimir essa resposta permanece como alvo principal das pesquisas nesta
area (ABBAS; LICHTMAN, 2007).

A reacdo imunologica ao rim transplantado inicia pelo reconhecimento de
aloantigenos, quando linfocitos T reconhecem antigenos nao-proprios no enxerto,
por meio de seu receptor de membrana, chamado receptor de célula T (TCR). Este
reconhecimento pode ser feito por apresentagao direta ou indireta de aloantigenos e
€ mediado por uma variedade de leucdcitos, incluindo macrofagos, células T
citotdéxicas (CD8+), auxiliares (CD4+) e plasmdcitos. Estas células envolvem-se em
uma cascata de eventos, na qual citocinas pré-inflamatérias e reguladoras

desempenham um papel importante, que culminard com a expansao clonal de
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células efetoras e producao de anticorpos anti-HLA com atividade citotdxica. Quando
a reacao inflamatéria ndo é modificada por agentes imunossupressores, esse tipo de
resposta resulta em lesdo e destruicdo do enxerto renal (BARROS et al., 2006;
PONTICELLI, 2012). Além das interacOes celulares, mediadas por células T, os
mecanismos de rejeicdo também envolvem diversas alteragdes humorais,
conhecidas como rejeicdo mediada por anticorpos. O processo de rejeicdo ao rim
transplantado envolve reagoes inflamatorias repetidas e constitui a principal causa
de disfuncado do enxerto no poés-transplante recente e tardio (ABBAS; LICHTMAN,
2007; SEMENTILLI et al., 2008).

Os aloantigenos de enxertos renais, que constituem alvos para a rejei¢cao, sao
proteinas codificadas pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC). O
MHC ¢é formado por um conjunto de genes de importancia fundamental para a
resposta imunoldgica a antigenos protéicos. Nos seres humanos, este conjunto de
genes foi denominado sistema HLA (Human Leukocyte Antigen ou Antigenos
Leucocitarios Humanos) (VOLTARELLI etal., 2009).

O MHC humano esté localizado no brago curto do cromossomo 6 € 0s genes
do sistema HLA sado denominados Hla classe | (l6cus A, B e C), Hla classe Il (I6cus
DR, DP e DQ) e Hla classe lll [proteinas C2 e C4 do complemento, fator de necrose
tumoral (TNF-) e linfotoxinas]. O MHC humano é um sistema antigénico complexo,
com alto grau de polimorfismo, de grande importancia na imunologia de transplante
de 6rgaos e na resposta imune. Devido ao alto grau de polimorfismo, a
nomenclatura HLA foi padronizada e segue as seguintes normas: as duas primeiras
letras referem-se ao l6cus em consideracao, a terceira letra define o tipo de cadeia
codificada pelo gene (A para cadeias alfa e B para cadeias beta), o numero final
indica qual é o gene considerado. Assim, a expressdao HLA-DRB1 significa HLA
I6cus DR, cadeia beta, gene 1 (VOLTARELLI et al., 2009).

A incompatibilidade de antigenos HLA ou a formacdo de anticorpos contra
esse sistema sado, portanto, os principais fatores envolvidos na génese das
rejeicoes. Existem dois tipos clinicos principais de rejeicao, aguda e cronica. Além
dessas, outras subclassificacbes, como a rejeicao hiperaguda, acelerada e
subclinica também s&o utilizadas clinicamente (BARROS et al., 2006).
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2.3.2.1 Anticorpos anti-HLA e reatividade contra painel de linfécitos (PRA)

Os anticorpos anti-HLA sao produzidos especificamente contra aloantigenos
do doador, desempenham um papel importante na sobrevida do enxerto renal e
estdo associados tanto a rejeicao inicial pés-transplante, quanto a perda tardia da
funcdo do enxerto. Esta bem estabelecido que estes anticorpos estao pré-formados
no paciente receptor do transplante renal, principalmente nos casos de
hemotransfusdes repetidas, transplante prévio e gravidez ou podem sugir apos a
realizagao do transplante. Por esta razao, a pesquisa de incompatibilidades HLA ou
crossmatch é realizada pré-transplante para deteccao precoce desses anticorpos. A
existéncia de anticorpos anti-doador no pré-transplante renal estd associada ao
desenvolvimento dos processos de rejeicao hiperaguda e aguda (TAIT, 2009). Mas,
estes também tém sido associados a rejeicdo crbnica ao enxerto renal (CAl;
TERASAKI, 2008).

A rejeicao aguda, mediada por anticorpos,constitui uma forma rara deste tipo
de rejeicdo, mas € considerada bastante grave e geralmente associada a perda do
enxerto. A rejeicio mediada por anticorpos ocorre com mais frequéncia em
pacientes previamente sensibilizados ou com histéria anterior de transplante (re-
transplante). Ha uma expectativa clinica de que a rejeicao mediada por anticorpos
aumente nos proximos anos, devido ao maior conhecimento adquirido sobre este
tipo de rejeicao e, portanto, maior capacidade de fazer este diagnostico. Além disso,
o0 maior numero de transplantes renais realizados, receptores com anticorpos pré-
formados ou transplantes realizados com alta incompatibilidade HLA, também
poderdo contribuir para o aumento do processo de rejeicdo mediada por anticorpos
(FERREIRA et al., 2011; PONTICELLI, 2012).

A rejeicdo mediada por anticorpos (aguda ou crbnica) € um processo
sequencial, iniciada geralmente por anticorpos especificos anti-doador, que resultam
na lesdo endotelial, estreitamento da parede arterial, lesdo ao parénquima renal e
finalmente, disfun¢do do enxerto (CAl; TERASAKI, 2008).

O exame para investigacdo da presenca de anticorpos anti-HLA no soro do
receptor, utilizando um painel de linfécitosT e/ou B com ampla representatividade de
antigenos HLA, é conhecido como reatividade contra painel (PRA - panel reactive
antibodies). A técnica classica utilizada para determinacao do PRA tem sido o teste

da microlinfotoxicidade ou CDC (citotoxicidade dependente de complemento),
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descrita por Terasaki e McClelland em 1964. Esta metodologia consiste na
incubacao de células mononucleares (linfécitos), coletadas do sangue periférico do
doador, com o soro do receptor. Apds esta primeira incubacao, é acrescentado soro
de coelho como fonte de complemento. Se a reagdo antigeno-anticorpo tiver
ocorrido na superficie das células do doador, o complemento sera ativado,
provocando a lise das células. O resultado da reacao é evidenciado pela adicao de
um corante supra-vital, geralmente a eosina, que penetra nas células mortas, mas €
incapaz de penetrar nas células com membrana integra. A leitura ao microscépio
permite a identificacdo e a quantificacdo das células mortas, entre zero e 100%
(ABBAS; LICHTMAN, 2007). O desenvolvimento de técnicas utilizando ELISA e
citometria de fluxo aumentou a sensibilidade e a especificidade do teste PRA. O
PRA por ELISA, assim como por citometria de fluxo, identifica anticorpos nao
fixadores de complemento e, portanto, € mais sensivel que a CDC. Além disso, 0
PRA por ELISA também permite distinguir entre os anticorpos anti-HLA classes | e
(McKENNA, TAKEMOTO, TERASAKI, 2000; MANSOUR et al., 2001; DUBOIS et al.,
2002).

2.3.2.2 Rejeicao aquda

A rejeicao aguda (RA) ao transplante renal € um evento que ocorre, em geral,
entre cinco dias a trés meses apds a realizacdo da cirurgia, mas pode ocorrer em
qualquer época apéds o transplante. A RA é considerada a principal causa de falha
precoce do enxerto e consiste em um processo inflamatério complexo, influenciado
pelo sistema imune inato e adaptativo do receptor e pela ineficacia da terapia
imunossupressora (KLAUS etal., 2001).

No transplante renal, a ocorréncia de um ou mais episddios de rejeicdo aguda
normalmente é mediada por células T ativadas, que infiltram o érgao transplantado.
Os neutrdfilos e mondécitos circulantes, bem como os macroéfagos teciduais, também
possuem um papel decisivo no inicio da resposta imune inflamatoria aguda. Durante
este processo, os mondécitos migram em direcdo ao enxerto, juntamente com as
células T, determinando o aparecimento das caracteristicas principais da rejeicao
aguda, que sao a tubulite e o infiltrado mononuclear intersticial.

Os achados histolégicos na RA incluem nefrite intersticial, com edema do rim

e infiltrado cortical por linfécitos, pro-linfocitos, linfoblastos, macréfagos e eosindfilos.
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Os processos mediados por células T sao classificados como rejeicao aguda
dos tipos | e Il. A rejeicao aguda do tipo | € caracterizada por tubulite e infiltrado
linfomononuclear (rejeicao tubulointersticial) e a do tipo Il, por arterite intimal
(rejeicdo vascular). No entanto, esses dois processos podem ser observados
simultaneamente (COLVIN, 2009).

As alteracdes vasculares, reconhecidas a histologia, sdo definidas pela
presenca de edema endotelial dos capilares glomerulares e peritubulares, arterite
intimal, inflamacao transmural ou necrose da parede arterial (COLVIN, 2009).

A rejeicdo aguda também pode ser mediada por anticorpos. Neste caso,
imunoglobulinas das classes M (IgM) e G (lgG) ativam a via classica do
complemento, atraindo neutréfilos, levando a formagéo do complexo de ataque as
membranas celulares (C5b-9) e a deposicao do complexo C4d. Esta forma de
rejeicdo aguda é classificada como tipo Ill e é caraterizada por arterite transmural ou
necrose fibrindide da camada média da artéria, com formagdo de agregados
plaquetarios e acumulo de fibrina e de proteinas plasmaticas na parede do vaso.

A presenga de coagulos de fibrina € um sinal de mau prognéstico quanto a
reversibilidade da rejeicao. A histologia € muito variavel para cada paciente e pode
apresentar-se normal, com a presenca de depdsitos da fracdo C4d do complemento,
que classifica o componente humoral, passando por alteracbes discretas, até a
presenca de infiltrado inflamatério denso com agressao tubular, glomerulite aguda,
edema do endotélio de capilares glomerulares e peritubulares, agregados de

plaquetas, deposicao de fibrina e capilarite peritubular (SOLEZ et al., 2008).

2.3.2.3 Rejeicao cronica

A rejeicdo crbnica (disfungcédo crénica do enxerto) caracteriza-se por uma
progressdo de alteragdes celulares e humorais, que podem ocorrer em poucas
semanas ou anos apos o transplante renal. Clinicamente, ha um aumento
progressivo da concentragdo de creatinina plasmatica e proteindria, avangando
gradualmente para a DRC. A rejeicao cronica (RC) € a principal causa de perda
tardia do transplante renal. Seu desenvolvimento € heterogéneo e sofre influéncias
de causas imunolégicas e nao-imunolégicas (MORESO et al., 2006; SOLEZ et al.,
2008).
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A RC é um processo lento que resulta na substituicdo do parénquima renal
normal por tecido cicatricial fibroso. As alteracdes histologicas principais incluem
glomerulopatia crénica do transplante (alteracdes glomerulares), arteriopatia cronica
do enxerto (alteragdes vasculares), fibrose intersticial e atrofia tubular (alteracdes
tubulointersticiais).

A RC tem varios graus, desde fibrose intersticial e atrofia tubular leves (FIAT-
leve) a graus mais avangados de lesdo. O exame histoldgico revela que todos os
componentes do parénquima renal estao envolvidos, com diminuicdo do tamanho do
glomérulo e espessamento da membrana basal glomerular; proliferagdo da camada
intima e alteragdes degenerativas da camada média dos vasos, com obliteragdo dos
capilares peritubulares; proeminente fibrose intersticial, com focos de infiltracéo
linfomonocitaria, atrofia tubular, com obliteragdo luminal; expansdo da matriz e
aterosclerose do rim (MORESO et al., 2006; SOLEZ et al., 2008).

O desenvolvimento da rejeicdo crbnica parece depender de trés eventos
principais: a lesdo endotelial, a liberacdo de citocinas e a resposta imunolégica
inflamatoéria mediada por células e por anticorpos (BALUJA et al., 2006). Quando
mediada por anticorpos, duplo contorno irregular no glomérulo e/ou mudltiplas
camadas de membrana basal peritubular com FIAT, espessamento da intima do
vaso e deposicao de C4d sao detectados na histologia. A lesdo ao endotélio pode
ser causada pela presenca de anticorpos anti-antigenos endoteliais, microangiopatia
trombdtica e diabética, toxicidade das drogas imussupressoras € hipertensao
arterial. A producdo aumentada de algumas citocinas/quimiocinas tem sido
associada a evolucao da rejeigao cronica e essas parecem desempenhar um papel
importante no desenvolvimento das lesdes inflamatorias crénicas (HU & KNETCHLE,
2006; SEMENTILLI et al., 2008).

De acordo com o perfil de citocinas produzidas, é possivel diferenciar dois
tipos de resposta imune, inflamatéria ou reguladora. Os linfocitos envolvidos na
resposta inflamatéria produzem interleucina 2 (IL-2), interferon gama (IFN-y) e fator
de necrose tumoral do tipo alfa (TNF-a). Por meio da ativagdo de macréfagos, estes
linfécitos participam da resposta do tipo hipersensibilidade tardia e da atividade
citotdxica. Os linfocitos envolvidos na resposta reguladora produzem as interleucinas
IL-4, IL-5 e IL-10, auxiliando na resposta de linfécitos B e na producao de anticorpos
(MANZANO et al., 2005; PEREIRA et al., 2009).
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Sementilli et al., 2008, observaram que cerca de 18% dos pacientes
transplantados renais desenvolvem anticorpos contra os antigenos leucocitarios
humanos (anti-HLA). Estes pesquisadores admitiram que a rejeicdo mediada por
anticorpos tem importancia consideravel nos casos de rejeicao cronica, quando sao
detectados anticorpos especificos do receptor contra os antigenos HLA do doador.

O alorreconhecimento de antigenos HLA incompativeis do doador é o evento
central que inicia o processo de rejeicdo crénica. O reconhecimento e a
apresentacdo destes antigenos ocorre por trés vias diferentes, direta, indireta e
semi-direta. Na via direta, as células T do receptor reconhecem os antigenos HLA na
superficie das células apresentadores de antigenos alogeneicas (do doador). Na via
indireta, as células T reconhecem aloantigenos processados e apresentados como
peptideos pelas células apresentadoras de antigeno singeneicas (do receptor). A via
semi-direta, descrita recentemente, ainda precisa ser plenamente caracterizada,
mas acredita-se que envolva células apresentadoras de antigenos do receptor e
doador. A participagcdo de todas as vias pode ocorrer desde a fase precoce de
rejeicdo ao enxerto, mas acredita-se que na rejeicdo aguda a via direta tenha um
papel fundamental. Por outro lado, na rejeicao crbénica e/ou processos imunologicos
mais tardios, o alorreconhecimento indireto parece ser o mais importante (NATH;
BASHA; MOHANAKUMAR, 2010).

A patogénese da rejeicdo cronica € um processo multifatorial, sequencial,
com fatores imunologicos e ndo imunolégicos, que possuem um papel sinérgico no
desenvolvimento da les&o ao enxerto (Figura 4).

Um acompanhamento da fung¢do renal, o controle dos fatores de risco e a
individualizacdo adequada da terapia imunossupressora permanecem como a
melhor alternativa para evitar a perda tardia do 6rgdo e aumentar a sobrevida do
aloenxerto e do paciente (BALUJA et al., 2006).
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[ Fatores imunoloégicos ] [ Fatores ndao-imunoloégicos ]

v |dade do doador

Sensibilizacdo ou ma compatibilidade HLA v Enxerto de ma qualidade

Disfuncao inicial v Tempo de isquemia fria
v Preservacdo do enxerto
v’ Doencgas pré-exitentes:
RS hipertensdo arterial,
s Disfuncgdo crénica do dislipidemia, diabet
Rejeicdo aguda |:> islipidemia, diabetes
[ enxerto

Alorresponsividade | Ex

subagudae crénica

/ '[ \ Nefrotoxicidade de

Imunossupressio M4 aderéncia do imunossupressores
deficiente enxerto

Resposta humoral

Figura 4 - Esquema integrado da patogénese do desenvolvimento da disfuncao cronica do
enxerto (rejeicdo cronica), adaptado de Barros et al., 2006.

2.3.2.4 Classificacao histopatoldgica das rejeicoes (critério Banff)

A classificacao Banff da patologia associada ao transplante renal teve inicio
em 1991 e tornou-se o padrao de maior expressao na classificacdo histopatolégica
das complicacdes poés-transplante. As reunides para a classificacao Banff também
estabeleceram diretrizes para a maioria das outras areas de transplante de érgaos e
pretendem incorporar cada vez mais cursos de formacédo e grupos de trabalho. A
classificacao Banff tem reconhecimento global e visa determinar a presenca de
rejeicdo e de outras doencgas importantes apds o transplante renal (SOLEZ et al.,
2008).

A grande vantagem da classificacdo Banff é sua estrutura organizada, capaz
de criar um consenso mundial sobre o diagnéstico das lesdes histolégicas de
rejeicdo ao enxerto renal. Os pontos fracos desta classificagdo sdo a auséncia de
um padrdo externo para testar e comprovar a sua eficacia e a sua dependéncia
quase exclusiva da histopatologia, que possui limitagdes inerentes a coleta das
amostras (bidpsia) e a reprodutibilidade intra e inter-observador (MENGEL et al.,
2007).

A 102 Conferéncia Banff sobre a patologia do transplante foi realizada no
periodo de 09 a 14 de agosto de 2009, na cidade de Banff, estado de Alberta, no

Canada e a 112 Conferéncia Banff foi realizada em Paris, Franga, no periodo de 05 a
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10 de junho de 2011. Um total de 288 patologistas, clinicos, cirurgides,
imunologistas e pesquisadores de mais de 30 paises discutiram aspectos relevantes
para os diversos tipos de transplantes de érgaos. Estas duas ultimas conferéncias
regem as classificacdes histopatologicas utilizadas nas analises das bidpsias de
orgaos transplantados. Os principais objetivos das conferéncias Banff sdo esclarecer
as respostas imunes mediadas por anticorpos, investigar o papel do endotélio
vascular na rejeicdo, favorecer a determinacdo de marcadores de rejeicdo nao
invasivos e oferecer atualizacdes sobre os transplantes de rim, pancreas, coracao,
figado, pulméo e tecidos (SIS et al., 2010; MENGEL et al., 2012).

Morfologicamente, as principais caracteristicas da rejeicdo crbnica e a
gravidade destes achados podem ser classificadas histologicamente segundo as
categorias de Banff para as patologias dos aloenxertos renais. As categorias
diagnésticas de Banff obedecem aos seguintes critérios de classificacao:

1. Normal — bidpsia histologicamente normal;

2. Alteragbes mediadas por anticorpos — incluem a presenca de anticorpos
circulantes anti-doador, deposicao de C4d ou patologia do enxerto;

3. Alteracbes Borderline — esta categoria inclui focos de tubulite intersticial, com
presenga de arterite;

4. Rejeicdo mediada por células — rejeicdo aguda mediada pelas células T ou
rejeicao crbnica mediada pela ativagcdo precoce das células T, com arteriopatia
cronica do enxerto;

5. Fibrose intersticial/Atrofia tubular (FIAT) sem evidéncias de uma etiologia
especifica;

6. Outras alteracdes, ndo atribuiveis a rejeicdo aguda ou crbnica. Esta categoria
inclui a hipertensao crdnica, toxicidade por drogas imunossupressoras, obstrucao
renal cronica, pielonefrite e infec¢des virais (SEMENTILLI et al., 2008; SOLEZ et al.,
2008).

As proximas conferéncias Banff estdo previstas para o México ou Brasil em
2013 e Suécia, em 2015 (SOLEZ, 2010).

2.3.2.5 Citocinas reguladoras e proé-inflamatérias

As citocinas sao proteinas sollveis, de baixo peso molecular, produzidas

geralmente em resposta a um estimulo antigénico e funcionam como mensageiros
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quimicos para o sistema imune inato ou adaptativo. Geralmente, as citocinas sao
liberadas de uma célula para ativarem receptores transmembrana em outras células
responsivas, embora algumas moléculas possam apresentar atividade intracelular
na propria célula de origem (LUHESHI; ROTHWELL; BROUGH, 2009).

A interleucina 8 (IL-8) é uma quimiocina da familia CXC, também denominada
CXCL8, com acao quimiotatica potente para neutroéfilos e células T. Sua sintese é
normalmente induzida por interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a). A IL-8 é uma citocina pré-inflamatoria de fase aguda, com importante papel nas
infecgbes, tumores e na rejeicdo ao transplante (DILLER et al., 2003). A IL-8
também pode estimular a liberagdo de granulos de neutréfilos, com potencial leséo
ao tecido inflamado (SEGERER; NELSON; SCHLONDORFF, 2000).

A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina pré-inflamatdéria sintetizada por células
fagociticas mononucleares (monécitos e macréfagos), células endoteliais e
fibroblastos. Em diversas células, a sintese de IL-6 é dependente da estimulagao
prévia por IL-1 e, em menor extensdo, por TNF-a. A IL-6 estimula a sintese de
proteinas inflamatérias, como a proteina C reativa (PCR) e também atua sobre os
linfécitos B, ativando sua diferenciacdo em plasmécitos (VOLTARELLI et al., 2009).

A IL-6 é considerada um citocina multifuncional, envolvida na regulagdo da
resposta imune, na resposta de fase aguda, hematopoese e inflamacdo. Na
imunidade inata, a IL-6 regula o trafico de leucécitos e induz a producdo de
proteinas de fase aguda, ainda promove a proliferacdo de células T, a diferenciacao
de células B e a producgao de imunoglobulinas (AKDIS etal., 2011).

A interleucina 1 (IL-1) foi descrita pela primeira vez como uma proteina capaz
de induzir a febre, constituida por duas grandes cadeias protéicas, sendo IL-1a e IL-
1B. Existem cerca de 11 diferentes citocinas pertencentes a familia IL-1. IL-1p é
frequentemente descrita como a citocina pré-inflamatéria mais significativa desta
familia (AKDIS et al., 2011). A IL-1B estimula diretamente o mecanismo de resposta
imunologica do hospedeiro e possui efeitos sobre a producao de proteinas de fase
aguda, os genes reguladores da produgdo de citocinas e sobre o remodelamento
tecidual por ativagdo de enzimas. A IL-13 é um importante mediador da resposta
imune inata, estimula a neutrofilia e a infiltracdo de leucdcitos circulantes em tecidos

inflamados. Também desempenha um papel importante na resposta imune
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adaptativa, estimulando o amadurecimento de linfécitos ativados (LUHESHI;
ROTHWELL; BROUGH, 2009).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) € uma citocina proé-inflamatéria
produzida por mondcitos e macréfagos ativados e possui um amplo espectro de
acao. Suas principais fungdes incluem a vasodilatagdo, aumento da permeabilidade
vascular, ativacdo plaquetaria e participagdo na génese da anemia, da caquexia e
da febre (KARCZEWSKI et al., 2008). O TNF-a, assim como a IL-6, promove a
proliferagdo de células T e é capaz de interferir negativamente na tolerancia
imunolégica aos transplantes (SHEN; GOLDSTEIN, 2009). O TNF-a tem sido
considerado uma citocina reguladora mestre, com papel central tanto na reposta pro-
inflamtoéria, quanto anti-inflamatéria, porém seu papel proé-inflamatério parece ser
mais significativo, pois seu excesso pode ser extremamente toxico e fatal para as
células. Niveis elevados de TNF-a parecem contribuir também para a resisténcia
periférica a insulina e para a disfuncao endotelial (STENVINKEL et al., 2005).

A interleucina 12 (IL-12) é uma citocina pré-inflamatéria, produzida por
mondcitos ativados, macréfagos, neutrofilos, células dendriticas e células da
microglia. A IL-12 estimula a producao de interferon gama (IFN-y) por células TH1 e
natural killer (NK) e, desta forma, contribui para o desenvolvimento e manutencéo
dessas células. A IL-12 também € capaz de ativar a capacidade antibacteriana,
antiparasitaria e antitumoral de macréfagos, bem como promover a atividade
citolitica de células NK (AKDIS et al., 2011). Apds a realizacao dos transplantes, a
utilizacdo de drogas imunossupressoras pode suprimir a produgcdo de IL-12 por
células dendriticas, enquanto a producéao de interleucina 10 (IL-10) parece aumentar
com o uso dessa terapia (DANIEL, etal., 2005).

O interferon gama (IFN-y) € uma citocina pré-inflamatoria produzida por
macrofagos, células NK, linfocitos T citotdxicos e linfécitos B. Possui atividade
antiviral, imunomoduladora e ativadora de macrofagos. O IFN-y é utilizado
terapeuticamente em pacientes com infec¢des ativas, em combinacdo com a terapia
antimicrobiana convencional (VOLTARELLI et al., 2009). Niveis elevados de IFN-y
sao expressos por células Th1, estimulando a atividade citotéxica em outras células
e induzindo a apoptose de células epiteliais. O IFN-y também regula a expressao

das moléculas de MHC das classes | e I, bem como a apresentacéo de antigenos. E
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capaz de produzir respostas inibitdrias, tais como a inibicdo do crescimento celular e
a modulacao da resposta imune (AKDIS etal., 2011).

A interleucina 4 (IL-4) é sintetizada por linfcitos T CD4+, sendo necesséria
para a producao de imunoglobulinas, principalmente do tipo E (IgE). Estimula o
crescimento e a diferenciacdo de células T, especialmente os linfécitos Th2, a
expressao de moléculas de adesdo em células endoteliais, é capaz de suprimir as
respostas imunes mediadas por células e as respostas humorais (VOLTARELLI et
al., 2009). A IL-4 também é conhecida como fator estimulante de células B, citocina
moduladora ou reguladora da resposta imune. Existem dois tipos de receptores para
IL-4, sendo IL-4R tipo |, expresso em células hematopoiéticas e células T e IL-4 tipo
Il, expresso em células hematopoiéticas e nao-hematopoiéticas, mas que néo é
expresso em células T. A presencga dos receptores celulares constitui o principal alvo
de atuacéo reguladora desta citocina. A IL-4 também é produzida, em menor escala,
por eosindfilos, basofilos e mastocitos e tem um papel decisivo na regulagdo das
condicoes alérgicas, estimulando a resposta Th1 e suprimindo a resposta Th2. Ainda
contribui para o aumento da expressao de moléculas MHC classe Il, atua como co-
agente mitogénico para linfécitos B, induz a expressao de moléculas de adesao a
célula vascular (VCAM-1) na superficie de células endoteliais € modula a resposta
inflamatéria (AKDIS et al., 2011). Clinicamente a IL-4 inibe a producao de citocinas
pro-inflamatérias, como IL-1, IL-6 e TNF-a e, portanto, desperta o interesse clinico
para o monitoramento de doengas inflamatorias e autoimunes (AKDIS et al., 2011).

A interleucina 5 (IL-5) foi descrita pela primeira vez como um fator de
crescimento para eosindfilos e linfécitos B, em 1987. E uma citocina reguladora da
resposta imune, que possui como ceélulas alvo os eosindfilos, os baséfilos e os
mastoécitos. A IL-5 possui efeito sinérgico com a IL-4, aumentando a adesao de
células inflamatdérias, principalmente eosindfilos, as células endoteliais. A interacédo
de eosindfilos ativados com fibroblastos é capaz de induzir a proliferacdo e a
expansdo da matriz celular. Por essas razdes, acredita-se que a IL-5 tenha um papel
significativo na cicatrizagdo de feridas e no remodelamento dos tecidos (LIANG et
al., 2006; WOLK et al., 2006; AKDIS et al., 2011).

A interleucina 10 (IL-10) € uma citocina reguladora da resposta imune, que
possui a fungao fisiolégica principal de controlar a inflamacdo mediada por linfocitos
Th1. A imunossupressdo € considerada o papel principal dessa interleucina
(KARCZEWSKI et al., 2008). A IL-10 é produzida principalmente por mondcitos,
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linfocitos T e B, macréfagos e células NK. Afeta diretamente a funcdo das células
apresentadoras de antigenos, reduzindo a expressao de moléculas MHC classe Il e
de moléculas co-estimulatérias, presentes na superficie de monécitos e macréfagos.
A IL-10 também ¢é capaz de inibir a expressdo de citocinas pré-inflamatérias,
quimiocinas e de seus receptores. Por outro lado, induz a produgédo de IgG, a
proliferagdo de células B e contribui para aumentar a sobrevida dessas células no
sangue periférico. Embora os mecanismos responsaveis pela toleréncia imunolédgica
ainda permanecam em constante estudo, acredita-se que a IL-10 tenha papel
decisivo no desenvolvimento da imunotolerancia (AKDIS et al., 2011).

Na etapa de indugdo da resposta inflamatéria do transplante renal, células
apresentadoras de antigenos, linfécitos T ativados e células NK, na presenca de IL-
12, IL-18 e TNF-a, resultam no aumento da producéo de células Th1 (CARDONI et
al., 2005).

2.3.2.6 Marcadores inflamatorios na rejeicdo ao transplante renal

A monitorizagdo de marcadores inflamatérios apdés o transplante renal tem
sido proposta como um incremento na sensibilidade dos métodos utilizados
atualmente para o diagnostico da rejeicdo. A descoberta de novos marcadores
capazes de indicar a ocorréncia de rejeicdo, antes do surgimento da disfungcédo do
6rgao, e o estabelecimento de pardmetros para ajustes na imunossupressao sao os
objetivos de todos os pesquisadores e profissionais da saude envolvidos com o
transplante renal (PEREIRA et al., 2009).

A rejeicAdo ao enxerto renal estd associada a resposta imune ativada,
modulada por citocinas e células. Estudos anteriores determinaram niveis de
citocinas no plasma e na urina em varios estados de disfuncao renal poés-
transplante, no entanto, a maioria deles avaliou esses parametros apenas nos
periodos recentes pdés-transplante ou nos casos de rejeicao aguda (DILLER et al.,
2003; JIMENEZ et al., 2005; DANIEL et al., 2005; KARCZEWSKI et al., 2008;
REINHOLD et al., 2012). Sao escassos na literatura os estudos visando determinar
a associacao de citocinas e lesdes crbnicas/tardias ao enxerto renal (DILLER et al.,
2003; BARRETO et al., 2010; De SERRES et al., 2011).

Niveis plasmaticos e urinarios elevados de interleucinas pro-inflamatérias,

como IL-6 e IL-8 parecem possuir um valor preditivo positivo para risco de faléncia
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renal e poderiam ser utilizados como marcadores de risco para a rejeicao ao rim
transplantado. Além disto, a IL-8 também possui quimiotaxia para células
inflamatorias (HU & KNETCHLE, 2006). Um estudo recente detectou uma correlagao
positiva entre os niveis elevados de IL-6 e a disfungado tardia do enxerto renal
(BARRETO et al., 2010)

Abedini et al., 2009 mostraram que a inflamacédo e a ativacao do sistema
imunologico desempenham um papel importante em pacientes transplantados
renais, principalmente no que diz respeito a mortalidade cardiovascular. Diversas
citocinas induzem a produgcdo hepatica de IL-6 e essa estimula a produgdo de
reagentes inflamatérios, tais como a proteina C reativa (PCR). A elevagao
plasmética discreta e continua de PCR, detectada pelo método ultra-sensivel, é
considerada um fator de risco independente para eventos cardiovasculares. Desta
forma, a produgdo aumentada de IL-6 também poderia ser considerada um fator de
risco associado. Células parenquimatosas renais podem produzir IL-6 € TNF-a em
diversas condigdes patoldgicas. O aumento de TNF-a € encontrado, por exemplo, na
infiltragcdo celular por macréfagos, que aparece associada a rejeicdo aguda ao
enxerto. Durante os episédios de rejeicdo aguda, a expressdao de TNF-a aumenta
expressivamente em células epiteliais tubulares renais, entretanto a participacdo de
TNF-a a longo prazo, no transplante renal, ainda ndo esta totalmente esclarecida
(BOUCHER, GOGUSEV, DROZ, 1993).

Por outro lado, a IL-10 parece contribuir para a sobrevida do enxerto renal e
para a imunotolerancia. Esta citocina reguladora inibe a producéo de IL-2, IL-4 e
IFN-y e, desta forma, parece desempenhar um papel antiinflamatério no transplante
renal (BROMBERG, 1995). O equilibrio entre a producdo de citocinas pro-
inflamatoérias e reguladoras parece ser o evento imunolégico mais importante na
aceitacdo do enxerto renal ou no desenvolvimento da rejeicdo. O aumento da
producdo de IL-10, em resposta a estimulacdao alogénica, seria, na maioria dos
casos, um marcador importante da tolerancia imunoldgica ao enxerto (CARDONI et
al., 2005).

Durante o periodo recente pés-transplante € esperado que o sistema
imunologico do receptor adapte-se a presenga do enxerto. Este mecanismo de
adaptacao é conhecido como tolerancia imunoldgica e permite a redugéo da dose de

drogas imunossupressoras, principalmente nos dois primeiros anos pos-transplante.
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Os mecanismos de tolerancia ainda nao estao totalmente esclarecidos, mas
acredita-se que alteracbes de células dendriticas e um balangco na producado de
citocinas possam contribuir para o estabelecimento da aceitacdo do enxerto. As
drogas imunossupressoras contribuem para a inducédo de células dendriticas do tipo
2 (linféides), estimulam a producao de IL-10 e suprimem a produgéo de IL-12. Além
disso, células dendriticas e linfécitos T helper parecem regular um ao outro com a
contribui¢cdo do balango entre IL-4, IL-10 e IL-12 (DANIEL et al., 2005).

Um estudo recente detectou que mondcitos ativados no sangue periférico
secretam citocinas pré-inflamatorias em pacientes transplantados renais, com
glomerulopatia do transplante. Os autores encontraram niveis elevados de IL-1p, IL-
6 e TNF-o em pacientes com glomerulopatia pds-transplante recente, mas nao
encontraram associagdo dessas citocinas com lesdes cronicas ou com a presenga
de anticorpos anti-HLA pés-transplante tardio (De SERRES et al., 2011).

2.4 Hemostasia

A hemostasia € um processo fisiolégico dindmico que visa manter o sangue
fluido no interior dos vasos, prevenindo a hemorragia ou a trombose. Quando ocorre
lesdo de um vaso sanguineo e extravasamento de sangue, uma sequéncia de
eventos é iniciada, objetivando interromper o sangramento. Estes eventos incluem
vasoconstricao reflexa e localizada, que visa diminuir o fluxo sanguineo no local da
lesdo; ativacdo de plaquetas e formacdo de um tampdo plaquetario primario;
ativacdo dos fatores da coagulacado e formagdo de um coagulo estavel de fibrina;
recuperacao da parede vascular lesada; lise do coagulo de fibrina e
restabelecimento do fluxo sanguineo normal no leito vascular. Os componentes do
sistema hemostatico incluem o endotélio vascular, as plaquetas, os fatores da

coagulacgao, os anticoagulantes naturais e o sistema fibrinolitico (COLVIN, 2004).

2.4.1 Endotélio vascular

7

O endotélio vascular é constituido por uma monocamada de células que
revestem o interior dos vasos. Em decorréncia das diversas fungbes que
desempenha e do reconhecimento de que a lesdo e a disfungédo endoteliais podem

gerar inumeras consequéncias em varias doengas, o endotélio vascular €,
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atualmente, considerado um 6rgéo. As células endoteliais se encontram diretamente
em contato com o sangue circulante e cerca de 80% dessas células revestem os
capilares. O endotélio regula a permeabilidade vascular e participa da modulagao
vasomotora, inflamatéria e hemostatica (MOLITORIS; SUTTON, 2004; FLISER,
2010).

As células endoteliais possuem diferentes caracteristicas morfolégicas e
funcionais nos mais variados leitos vasculares. A perda de suas fungdes vitais ou a
perda da integridade vascular podem contribuir para o desenvolvimento ou para o
agravamento de diversas doengas, tais como o diabetes mellitus, a hipertensédo
arterial e a doenca renal (MOLITORIS; SUTTON, 2004; FLISER, 2010).

O envolvimento do endotélio em praticamente todas as doengas reflete sua
participacdo como determinante primario dos mecanismos fisiopatolégicos ou pode
ser alvo das lesdes provocadas pelos estados patolégicos (AIRD, 2008).

As fungbes endoteliais diferem devido a sua enorme area de superficie, a sua
heterogeneidade morfoloégica e funcional e a sua elevada especializacdo em
diferentes leitos vasculares. No sistema renal, por exemplo, a funcdo endotelial
difere bastante dos demais locais, pois mesmo em vasos sanguineos semelhantes,
como nos capilares glomerulares e peritubulares, as fungbes do endotélio séo
diferentes, devido as caracteristicas das células endoteliais nessas regides, que sao
muito ativas metabolicamente (FLISER, 2010).

A forma das células endoteliais também varia de acordo com o leito vascular.
Embora sejam células tipicamente planas, podem apresentar formato cubico,
retangular e espessuras variadas. A espessura das células endoteliais pode variar
desde menos de 0,1 micra em capilares e veias até 1,0 micra na artéria aorta.
Normalmente as células endoteliais respondem a pressdo hemodindmica de
cisalhamento do sangue e se alinham na direcdo do fluxo sanguineo. Esta
caracteristica auxilia no remodelamento do endotélio em casos de les6es ao vaso.
Adicionalmente, em resposta a inflamacgao, as células endoteliais apresentam-se
mais ativas e demonstram um aumento da permeabilidade vascular. As células do
endotélio sdo ainda capazes de realizar endocitose e transcitose (transferéncia
transcelular de moléculas) como mecanimos protetores para a estrutura endotelial
(AIRD, 2007a; AIRD, 2007b).

O endotélio vascular pode ser continuo (fenestrado ou nao fenestrado) ou

descontinuo. O endotélio nao fenestrado € encontrado em artérias, veias e capilares
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do cérebro, pele, coracdo e pulmdes. O endotélio fenestrado, por sua vez, é
encontrado em locais onde ocorre filtragdo ou transporte transendotelial, como nos
capilares de glandulas endécrinas, mucosa gastrica, glomérulos e tubulos renais. O
endotélio descontinuo é encontrado em capilares sinusoéides do figado. Em contraste
com o endotélio fenestrado, as células endoteliais dos capilares sinuséides possuem
fenestracdes ainda maiores, responsaveis por sua caracteristica descontinua e por
sua heterogeneidade (AIRD, 2007a; AIRD, 2007b).

As principais fungdes do endotélio sdo manutencao da fluidez do sangue e
promocao da formagéo limitada do coagulo de fibrina, quando existe lesdo vascular.
As células endoteliais expressam componentes anticoagulantes, tais como o TFPI
(inibidor da via do fator tissular), sulfato de heparan, EPCR (receptor endotelial para
proteina C da coagulagao), t-PA (ativador tecidual de plasminogénio), prostaciclina e
NO (6xido nitrico). Também sintetizam substancias pré-coagulantes, tais como o FT
(fator tissular), PAI-1 (inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1), FYW (fator von
Willebrand) e receptores de proteases. As células endoteliais integras degradam
rapidamente o ADP (adenosina difosfato) liberado pelas plaquetas agregadas, por
acao da ADPase e sintetizam PGI2 (prostaglandina 12) e NO, que inibem a
reatividade plaquetaria e induzem o relaxamento vascular (NAPOLI & IGNARRO,
2009; ANGIOLILLO; UENO; GOTO 2010). E importante salientar que a producéo e a
liberacao de moléculas anticoagulantes ou pro-coagulantes, derivadas do endotélio,
sao bastante varidveis ao longo do leito vascular (AIRD, 2007a; AIRD, 2008).

Em resposta a estimulos agressivos, as células endoteliais sdo ativadas e
modulam as suas propriedades no sentido de restaurar a homeostasia vascular. A
ativacdo do endotélio esta associada a liberagdo de componentes anticoagulantes e
pré-coagulantes, de moléculas de adesédo e de microparticulas para a circulagao
(RABELINK; BOER; van ZONNEVELD, 2010).

A disfungédo endotelial constitui a perda rapida e temporaria ou progressiva e
permanente das fungbes das células do endotélio vascular. O comprometimento da
sintese de NO, por exemplo, constitui uma disfungcdo endotelial e pode ter efeitos
deletérios sobre a pressao arterial e sobre a adesado de leucdcitos e plaquetas a
superficie do vaso sanguineo, alteragcbes essas que podem contribuir para a génese
da doenca vascular em geral. A exposicao prolongada e repetida das células

endoteliais a agentes toxicos, infecciosos ou aterogénicos também pode levar a
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exaustdo dessas e, consequentemente, induzir uma disfungdo (RIBEIRO etal.,
2009).

O endotélio contribui, ainda, para a eficacia do sistema da anticoagulacao
natural. O sulfato de heparan, expresso pela superficie endotelial, catalisa a ligacao
trombina-antitrombina, formando o complexo Trombina-Antitrombina (TAT). Da
mesma forma, a trombomodulina expressa pelo endotélio vascular, participa do
mecanismo da anticoagulagado natural, mediado pelas proteinas C e S (HOFFMAN,
2003; NORRIS, 2003).

O reconhecimento do papel do endotélio na doenga renal ou o
desenvolvimento de lesbes vasculares em pacientes com doenca renal resultou no
aprimoramento de diferentes métodos para investigar a funcdo do endotélio,
incluindo os mecanismos de lesdo e reparacdo (RABELINK; BOER; van
ZONNEVELD, 2010).

Existem evidéncias de que a progressao da doencga renal € caracterizada pela
perda, também progressiva, do sistema microvascular. A perda da microvasculatura
esta associada ao desenvolvimento da lesdo glomerular e tubulointersticial, na
doenca renal (KANG et al., 2002).

2.4.1.1 Trombomodulina

A trombomodulina (TM) é uma glicoproteina de membrana, presente na
superficie das células endoteliais. Fisiologicamente, a TM participa do mecanismo
da anticoagulacao natural mediado pelas proteinas C e S, pois forma um complexo
com a trombina, impedindo que essa exerga seu papel procoagulante. O complexo
formado pela ligagdo da TM a trombina é capaz de ativar a proteina C (PCa) cerca
de 1.000 vezes mais rapido que a trombina livre. A PCa, na presenca de proteina S
(PS), atenua a reacao de coagulacao pela quebra proteolitica e, consequentemente,
por inativacdo dos fatores Va e Vllla, o que limita a formagdo de trombina
(LORENZI, 2006; KAVANAGH & GOODSHIP, 2010).

A via da PCa é descrita como um sistema capaz de fazer uma ligacéo entre a
inflamacédo e a coagulagdo, pois cada componente dessa via pode exibir uma
potente atividade antiinflamatéria, além da funcdo classica de anticoagulacao
natural. A TM, o EPCR e a PCa, individualmente ou em conjunto, estdo surgindo

como controladores importantes da inflamagé@o em diversos 6rgaos. Em particular, a
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TM é capaz de inibir diretamente a adesdo de leucdcitos ao endotélio vascular
ativado (D’ALESSIO, GENUA, VETRANO, 2012).

Adicionalmente ao endotélio, a TM também é expressa em células do
musculo liso, plaquetas, monécitos e cardiomiécitos. A TM também foi encontrada
em algumas células neoplasicas e acredita-se que a sua expressao nessas células
possa influenciar o crescimento e a metastase tumoral, 0 que sugere que a funcao
biol6gica da TM néo esta restrita a anticoagulagdo natural (HENG LI et al., 2012).
Foi descrito também que citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e IL-1, podem
diminuir a sintese fisiolégica de TM em células endoteliais de animais (MOORE et
al., 1989).

2.4.2 Coagulacao Sanguinea

As plaguetas sdo os componentes primarios da coagulagcao sanguinea, que
circulam marginalmente a parede vascular, proximas as células endoteliais. Em
condicoes fisiologicas, as plaguetas nao aderem ao endotélio vascular, mas quando
ocorre alguma lesdo/descontinuidade do endotélio, as plaquetas respondem
prontamente. O mecanismo de resposta das plaquetas a lesdo endotelial envolve
trés eventos principais: adesao, ativagdo e agregacao plaquetarias (LEWIS; BAIN;
BATES, 2006).

Quando ocorre qualquer alteracdo da parede vascular, as estruturas do
subendotélio ficam expostas, incluindo a membrana basal, o colageno e as
microfibrilas. O fator von Willebrand (FVW) liga-se a glicoproteina Ib/IX (GPIb/IX) da
superficie plaquetaria, resultando em uma primeira camada de plaquetas aderentes.
A ligacao FYW-GPIb/IX inicia 0 mecanismo de ativagao plaquetaria. As plaquetas
ativadas alteram sua forma, expdem fosfatidilserina e outros receptores de
membrana, liberam o conteddo de seus granulos e promovem o recrutamento de
mais plaquetas para o local da lesdo (LORENZI, 2006).

Apds a primeira camada de adeséo, mais plaquetas aderem umas as outras,
formando agregados. O fibrinogénio, a fibronectina e os complexos glicoprotéicos
GPIb-IX e GPllb-llla sdo essenciais neste estagio para aumentar o contato entre as
plaquetas e facilitar o mecanismo de agregacao (LEWIS; BAIN; BATES, 2006).

O processo de coagulacdo sanguinea, concomitante a ativagdo plaquetaria,
foi proposto em 1964 por MacFarlane, em um modelo de cascata, no qual a ativagao
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de um fator da coagulacéo implicava na ativacao do outro e assim sucessivamente,
culminando com a formacgédo do coagulo de fibrina. Este modelo envolvia duas vias
distintas, a intrinseca e a extrinseca, iniciadas pelos fatores Xl (FXIl) e VII (FVII)
respectivamente, que convergiam para uma via comum (MACFARLANE, 1964).
Entretanto, ao longo das trés dUltimas décadas, varios estudos foram
desenvolvidos propondo alteracbes na teoria vigente, uma vez que o modelo
proposto ndo explicava porque pacientes com uma das vias intactas também
apresentavam sangramentos. Em 2006, Hoffman & Monroe propuseram a nova
teoria da coagulacdo, que foi amplamente aceita pela comunidade cientifica
internacional e publicada pela Sociedade Europeia de Cardiologia. No nhovo modelo,
a coagulacado in vivo ocorre em etapas reguladas por componentes celulares,
iniciadas pelo fator tissular (FT) (HOFFMAN & MONROE, 2007; GOMEZ & BOVER,
2007). Pela nova perspectiva, a coagulacao sanguinea ocorre em trés fases:
1 — Fase de iniciacdo: as células que expressam o fator tissular (FT) sdo expostas
ao sangue no local da lesdo vascular. As células endoteliais e mondcitos
normalmente nao expressam o FT, mas podem expressa-lo na ocorréncia de lesao
endotelial e na presenca de estimulos especificos, tais como a liberagdo de
endotoxinas e citocinas (TNF-a e IL-1) (HOFFMAN, 2003). O FT liberado age entéao
como receptor para o fator VIl da coagulagéo, ativando-o (FVlla). O complexo FT—
FVlla ativa diretamente o fator X (FXa) e participa da ativacao do fator IX (FIXa) que
posteriormente também ira ativar mais fator X. Nesta primeira fase, a ativacao do
fator X € o ponto decisivo para posterior transformacao de protrombina em trombina,
porém este processo inicial ainda € insuficiente e forma pequena quantidade de
trombina (Figura 5).

Célula endotelial
ativada, fibroblasto ou
monocito

IXa

Figura 5 - Iniciacao da coagulacao, adaptado de Hoffman & Monroe, 2007



52

2 — Fase de amplificacao: A trombina que foi gerada, juntamente com os ions calcio
plasmaticos (Ca**) e fosfolipides derivados das plaquetas ativam um mecanismo de
feedback positivo capaz de ativar os fatores V (FVa), Xl (FXla), VIII (FVllla) e
dissociar o FVIIl do FYW. Nesta fase também ocorre ativagdo de novas plaquetas.
Simultaneamente, os fatores ativados, mencionados anteriormente, sdo atraidos por
mecanismos quimiotaticos para a superficie das plaquetas ativadas, produzindo
extensdo e amplificagdo do sinal para a cascata da coagulagdo. Assim, o
mecanismo da coagulacdo sanguinea é efetivamente disparado, amplificando a
resposta procoagulante (Figura 6) (HOFFMAN & MONROE, 2007; GOMEZ &
BOVER, 2007).
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Figura 6 - Amplificacao da coagulacao, adaptado de Hoffman & Monroe, 2007

3 — Fase de propagacao: A amplificacdo do processo pelo mecanismo de feedback,
envolvendo a trombina, as plaquetas e a ativacao de todos os fatores da coagulagcao
resulta em grande quantidade de complexo protrombinase (FVa, Ca®* e FXa), que
converte protrombina em trombina. E importante salientar que a atividade do FXa,
formado a partir do complexo FT-FVlla, é restrita as células que expressam FT, pois
o FXa que se dissocia da superficie celular é rapidamente inibido pelo TFPI ou pela
AT. Por outro lado, o FXa também pode se difundir para a superficie plaquetaria
adjacente, onde nao sofre acdo desses inibidores e, desta forma, se ligar ao
receptor da superficie plaquetaria, interagindo com seu cofator, FVllla, ativando mais
FX (OLIVER, 1999). A trombina (fator Il), formada nesta fase, converte o fibrinogénio
(fator 1) em fibrina na superficie externa das células endoteliais e sobre as plaquetas.
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O coagulo de fibrina formado é solido e estavel e sé sera dissolvido apos acédo do
sistema fibrinolitico (Figura 7) (HOFFMAN & MONROE, 2007; GOMEZ & BOVER,
2007).
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Figura 7 - Propagacao da coagulagao, adaptado de Hoffman & Monroe, 2007

Embora cada etapa do novo modelo da coagulagdo sanguinea seja
representada de forma isolada, incluindo iniciagdo, amplificacdo e propagacao, elas
devem ser vistas como eventos continuos e sobrepostos (HOFFMAN & MONROE,
2007).

2.4.2.1 FvW e ADAMTS13

O fator von Willebrand (FVW) é uma glicoproteina multimérica, sintetizado nas
células endoteliais e megacariocitos, essencial para a adesdao e agregacao
plaquetaria ao endotélio vascular lesado. Este fator € também o carreador
plasmatico do fator VIII da coagulacdo. O FYW é produzido sob a forma de grandes
multimeros (gmFvW), que sdo armazenados dentro dos corpos de Weibel-Palade,
nas células endoteliais. Sua estrutura multimérica interage fortemente com as
plaguetas e os componentes do endotélio vascular, suportando as condi¢des de
fluxo sanguineo turbulento e a alta presséo de cisalhamento. Os gmFvW nédo séo
encontrados normalmente no plasma de individuos saudaveis, pois tdo logo sao
liberados das células endoteliais, sdo clivados em pequenos multimeros pela enzima
ADAMTS13, cuja sigla corresponde a “A Desintegrin And Metalloprotease with eight
ThromboSpondin-1-like-member 13” (PERUTELLI & MOLINARI, 2007; TONACO et
al., 2010).
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A enzima ADAMTS13 faz parte de uma familia com 19 membros, que sao
caracterizadas por um dominio protease, um dominio desintegrina adjacente e um
ou mais dominios trombospondina. Fisiologicamente, esta enzima é responsavel
pela clivagem e remogado dos gmFvW da circulagdo. O FYW € o Unico substrato
conhecido dessa enzima. A deficiéncia quantitativa ou qualitativa de ADAMTS13
resulta no acumulo de gmFVW no plasma. As plaquetas circulantes aderem-se aos
gmFvW e agregam-se, formando trombos microvasculares, que s&o a génese da
pupura trombocitopénica trombaética (PTT) (MANEA et al., 2010).

Quando ha lesdo endotelial, ocorre um aumento expressivo dos niveis
plasmaticos de FvW, que contribui para a formagao de trombos, pois além de mediar
o processo de adeséo plaquetéria, a elevacéo de seus niveis previne o clearance de
FVIIl do plasma, favorecendo a ativagdo da cascata de coagulagédo e a geracao de
trombina. A deficiéncia de ADAMTS13, bem como a presenca de anticorpos contra
essa enzima, resulta no aumento plasmatico de FYW e também pode ser associada
a ocorréncia de trombose e a um estado de hipercoagulabilidade (RUGGERI, 2003;
RIEGER et al., 2005).

2.4.3 Sistema fibrinolitico

O sistema fibrinolitico faz parte de um processo capaz de degradar o coagulo
de fibrina, apds a reconstituicido da parede vascular que foi lesada (HOFFMAN;
MONROE, 2007).

A degradacao da fibrina é mediada pela plasmina, principal enzima do
sistema fibrinolitico. A plasmina é uma serino protease, produzida a partir de uma
pré-enzima inativa, o plasminogénio, por acdo de dois ativadores fisiolégicos, o
ativador de plasminogénio do tipo tecidual (t-PA), que é sintetizado por células
endoteliais e representa o principal responsavel pela conversdo de plasminogénio
em plasmina e o ativador de plasminogénio tipo uroquinase (u-PA), produzido em
varios 0rgaos, tais como prostata, utero e coracdo. Aléem de degradar a fibrina, a
plasmina também € capaz de ativar metaloproteinases da matriz extracelular (ZAGO;
FALCAO; PASQUINI, 2004).

Os dois ativadores, t-PA e u-PA, tém alta afinidade e especificidade de
ligacdo com o seu substrato, o plasminogénio. Este, por sua vez, é encontrado em

concentracdes plasmaticas elevadas, se comparado aos seus ativadores. Portanto,
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a formacao de plasmina, pelo sistema fibrinolitico, depende da disponibilidade dos
dois ativadores de plasminogénio. Embora a plasmina seja capaz de degradar
também o fibrinogénio, o fator V (F V) e o fator VIII (F VIII), em condicbes fisiolégicas
a fibrindlise ocorre como um processo altamente especifico para a remocao do
coagulo de fibrina e, portanto, de ativacdo localizada e restrita (ZAGO; FALCAO;
PASQUINI, 2004; HOFFMAN; MONROE, 2007).

A atividade do sistema fibrinolitico € regulada por inibidores especificos do
ativador de plasminogénio (PAl). Existem trés tipos de PAIl's, mas o inibidor in vivo
mais importante da fibrindlise € o PAI-1. Além do PAI-1, a a2-antiplasmina regula a
fibrindlise por inibir diretamente a acao da plasmina (ZORIO et al., 2008).

A degradacdo da fibrina pela plasmina é essencial para prevencdo de
coagulos patologicos. A presenga de trombina e a oclusdo venosa estimulam a
liberagao de t-PA pelas células endoteliais. O t-PA liberado e o plasminogénio se
ligam ao polimero de fibrina. O plasminogénio, por sua vez, é ativado em plasmina,
que cliva a fibrina em produtos de degradacéo soluveis, resultando na dissolucao do
coagulo (HOFFMAN; MONROE, 2007).

2.4.3.1 Dimero D

Os dimeros D (D-Di) sédo fragmentos formados ap6s degradagdo enzimatica
da fibrina e permanecem indetectaveis no plasma, até que as liga¢des cruzadas da
molécula dessa proteina sejam rompidas. Primeiramente, a trombina cliva o
fibrinogénio, produzindo monémeros de fibrina, que se polimerizam e servem como
molde para ativacdo do fator XIlI (FXllla) e formacao da plasmina. Posteriormente, o
FXllla catalliza a formacgao de ligacdes covalentes entre os dominios D, da molécula
de fibrina e a plasmina degrada a fibrina reticulada para liberar os produtos de
degradacdo da fibrina e expor os antigenos D-Di (ADAM; KEY; GREENBERG,
2009).

O D-Di € um marcador exclusivo de degradagdo da fibrina e reflete a
gravidade de um estado de hipercoagulabilidade. Sua determinacédo tem importancia
no diagnostico e no monitoramento de doengas tromboembdlicas. A principal
aplicacao clinica para a determinacao de D-Di é na exclusdo do tromboembolismo
venoso (TEV) e esta bem estabelecido seu valor preditivo negativo. Além desta
utilizagéo, os D-Di tém sido cada vez mais estudados como marcadores da ativagao
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da coagulacao em varias outras situacoes clinicas, tais como a trombose arterial, a
doenga arterial coronariana e a aterosclerose renal (ADAM; KEY; GREENBERG,
2009).

2.4.4 Alteracoes hemostaticas e o processo de rejeicao

O equilibrio entre o endotélio vascular intacto e o mecanismo hemostético
visa manter o sangue fluido no interior dos vasos. Quando ocorre perda da
integridade vascular, o sangue que circula sob pressdo escapa dos vasos. O
mecanismo hemostatico € entdo ativado rapidamente de modo a cessar o
sangramento. No entanto, a ativagdo exagerada do mecanismo hemostético pode
resultar em coagulagdo sanguinea excessiva e formacao de trombos na luz dos
vasos (LEE et al., 2007; WOOTLA et al., 2008).

O papel dos marcadores hemostaticos no transplante renal ainda néo esta
totalmente esclarecido. A ativagcdo da coagulacdo sanguinea, a supressao do
sistema fibrinolitico, o progresso da aterosclerose e o desenvolvimento da
hipertensao arterial tém sido observados em pacientes transplantados renais. No
entanto, o mecanismo de ativacdo da coagulacdo e/ou de reducdo da fibrindlise
ainda nao é totalmente conhecido nesses pacientes. A determinacao laboratorial de
marcadores do sistema hemostatico tem sido utilizada como forma de inferir as
alteracdes que ocorrem em pacientes transplantados renais (HRYSZKO et al., 2001;
MALYSZKO et al., 2006a).

Fatores de risco ambientais, genéticos e adquiridos sao capazes de predispor
0 organismo a hipercoagulabilidade e, dentre os fatores de risco adquiridos, destaca-
se 0 mecanismo da rejei¢do ao rim transplantado. Este processo € capaz de ativar a
coagulacdo intra-renal, resultando em aterosclerose dos vasos e levar,
consequentemente, a perda do rim. A ativagdo da resposta inflamatéria observada
no tecido renal de pacientes transplantados € capaz de explicar a ativacao
concomitante da coagulacdo nesses pacientes (LEE et al., 2007; WOOTLA et al.,
2008). Em todos os tipos de rejeicdo renal tem sido observada uma persistente
deposicao de fibrina em pequenos e grandes vasos e nos tecidos vizinhos. No
entanto, os mecanismos que desencadeiam a deposicdo de fibrina e a sua

relevancia patoldgica ainda néo estao totalmente esclarecidos. A fibrina em excesso
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pode resultar tanto da ativacao exagerada da coagulacdo como da inibicdo do
sistema fibrinolitico (LEE et al., 2007).

Os dados sobre marcadores da coagulacdo determinados pré e pos-
transplante ainda sao limitados. No estudo de Levitsky et al. 2009, foi relatado que a
média de ativacdo da PC pode chegar a 123%, aproximadamente, em pacientes
com DRC submetidos a hemodidlise. Também neste estudo, foi detectado que a
elevagao de D-Di é utilizada, muitas vezes, para avaliar a coagulacao e a fibrindlise
em pacientes transplantados renais e sabe-se que este permanece elevado no pds-
transplante imediato.

Um aumento significativo da concentragdo plasmatica de D-Di também foi
relatado em outro estudo recente, que avaliou este marcador 7 e 14 dias apés a
realizacdo do transplante. Este achado indica uma intensificagdo do processo de
coagulagao em pacientes transplantados renais, 0 que sugere um aumento do risco
de trombose, mesmo com a utilizacdo da terapia antitrombética. E importante
salientar que a insercdo da profilaxia antitrombética no periodo pré-operatério
aumenta o risco de complicagdes hemorragicas e, portanto, deve ser utilizada com
cautela (PAWLICKI et al., 2011).

Um estudo recente encontrou que a medida que a funcao renal deteriora, a
lesdo ao endotélio aumenta e isso pode ser refletido pelo aumento das
concentragOes plasmaticas de FYW, TM e citocinas (ZBROCH et al., 2012).

Um estado de hipercoagulabilidade, anormalidades do sistema fibrinolitico,
disfuncdo e lesdo endoteliais tém sido observados em pacientes transplantados
renais e podem ser associados a disfungao cronica do enxerto. O acidente vascular
encefalico, o infarto agudo do miocardio e outros acometimentos vasculares, que
estdo associados a hipercoagulabilidade e/ou a hipofibrindlise, constituem causas
importantes de mortalidade em pacientes transplantados renais ou resultam na

perda do enxerto ao longo dos anos (BARRETO et al., 2010).
2.5 Terapia imunossupressora

Os avangos da cirurgia de transplante, a selecao do doador e do receptor, a
identificacdo de painéis de anticorpos reativos, a compatibilidade HLA e a
correspondéncia entre os tecidos transplantados tém resultado em maior éxito do

transplante renal e maior sobrevida do enxerto. Entretanto, a sobrevivéncia do rim
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transplantado a longo prazo depende de muitos outros fatores, dentre eles a
gravidade dos episodios de rejeicao € 0 sucesso da terapia imunossupressora
(LIPTAK; IVANYI, 20086).

O grande desafio para as equipes médicas de transplante, ap6s o sucesso da
cirurgia, € adequar para cada paciente um nivel ideal de imunossupressao, capaz de
prevenir a rejeicao aguda e crbnica, sem riscos de infecgdes e efeitos adversos das
drogas. Os esforcos das pesquisas em todo o mundo se concentram no
desenvolvimento de tolerancia imunoldgica de érgaos transplantados. Neste sentido,
duas questbes, a serem respondidas, sdo importantes: como induzir a tolerancia e
como testar se a inducdo esta funcionando? (NEIPP; JACKOBS; KLEMPNAUER,
2009).

Varios protocolos de imunossupressdo tém sido testados nas diferentes
unidades de transplantes, no Brasil e no mundo. Os agentes imunossupressores sao
utilizados para indug¢éo de tolerancia, imunossupresséo intensa nos primeiros dias e
meses apods o transplante, manutencdo do 6rgao transplantado e reversao dos
episédios de rejeicao ja estabelecidos (COOPER & WISEMAN, 2010).

Os corticoesteroides foram 0s primeiros imunossupressores utilizados na
pratica clinica, sendo a prednisona e a metilprednisolona os mais empregados. Os
corticoides sao drogas antiinflamatorias potentes, capazes de promover o bloqueio
da expressdo dos genes de diversas citocinas (BARROS et al.,, 2006). Os
glicocorticoides exercem seus efeitos de maneira direta e indireta sobre seus
receptores especificos intracitoplasmaticos. No primeiro caso, o0 complexo esteroide-
receptor inibe a expressao de varias citocinas responsaveis pela imunidade mediada
por linfécitos T, como a IL-1, IL-2, IL-6, TNF- e IFN-. No segundo caso, ocorre
estimulacdo para a transcricdo de moléculas reguladoras do processo inflamatério,
como a IL-4 e IL-5 (HALLORAN, 2004; BENNETT, 2006; SALOMAO, 2007).

A introdugéo da ciclosporina na terapia imunossupressora, a partir da década
de 80, resultou em uma taxa de sobrevida no primeiro ano pos-transplante de cerca
de 90%. No entanto, a sobrevida do rim a longo prazo (5 a 10 anos) ainda situa-se
abaixo do esperado e o maior responsavel pela perda do 6rgao é o desenvolvimento
da disfungcdo tardia do enxerto (MASRI, 2003). Os agentes imussupressores
inibidores da calcineurina constituem a terapia mais utilizada na prevencado da
rejeicdo em transplantes renais e sdo representados pela ciclosporina e tacrolimus.

O mecanismo de agado dessas drogas esta associado a prevencao da ativacado de
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células T, pela inibicao da calcineurina. A calcineurina é uma proteina sinalizadora
que forma junto com o calcio intracelular uma via de ativacao para varias moléculas,
por exemplo, a IL-2. A ciclosporina e o tacrolimus formam complexos heterodimeros
com um receptor protéico intracitoplasmatico, sendo que a ciclosporina liga-se a
ciclofiina e o tacrolimus ao FKBP12. Os complexos formados ligam-se a
calcineurina, bloqueando sua atividade de desfosforilagdo do NF-AT (fator nuclear
ativador de células T). Nas doses terapéuticas habituais, o tacrolimus parece ser
mais eficiente em reduzir a incidéncia de rejeicdo aguda que a ciclosporina, porém
ambas as drogas ainda sdo empregadas na profilaxia da rejeicdo ao enxerto
(SEMENTILLI et al., 2008)

O arsenal terapéutico imunossupressor inclui outras diversas substancias,
dentre elas a azatioprina, o micofenolato mofetii (MMF) e sodico (MFS), as
rapamicinas (sirolimus e everolimus), o FTY720 e os anticorpos policlonais e
monoclonais (COOPER & WISEMAN, 2010).

A azatioprina é uma droga antimetabdlica, analoga das purinas, que funciona
como antagonista das mesmas. Seu mecanismo de acao se baseia na inibicdo da
sintese de DNA, inibicdo da proliferacédo celular e ativacao da apoptose. No entanto,
este imussupressor possui efeito tdéxico em todos os 6rgaos, justamente por interferir
na sintese de DNA. Seus principais efeitos colaterais sao leucopenia, depressao da
medula 6ssea e toxicidade hepatica (BARROS et al., 2006; SALOMAO, 2007).

O micofenolato (mofetil e sodico) € uma pro-droga do MPA (&cido
micofendlico), que por sua vez € um inibidor da sintese de purinas. O MPA inibe a
proliferag@o de linfécitos T e B, diminui a gerag@o de células T citotoxicas e inibe a
producdo de anticorpos. Em diversos estudos clinicos foi demonstrado que a
associagdo do micofenolato com a ciclosporina se mostrou superior a azatioprina na
prevencdo da rejeicdo em transplantes renais. Adicionalmente, o micofenolato
possui efeito inibitdrio sobre a proliferacdo de células musculares lisas, 0 que sugere
uma possivel aplicacdo desses farmacos na profilaxia ou no tratamento da rejeicdo
cronica. Seus principais efeitos toxicos, ndo-imunes, consistem em diarreia, anemia
e leucopenia (HALLORAN, 2004; BENNETT, 2006; SALOMADO, 2007).

O sirolimus e o everolimus sdo inibidores da proteina-alvo da rapamicina
(TOR), mas nao inibem a calcineurina. Estas drogas atuam em vias de sinalizagdo
que impedem a ativagao do ciclo celular, por meio dos receptores de citocinas. O

sirolimus é capaz de inibir a proliferagdo de diversas células, estimuladas por
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citocinas, por exemplo as células musculares lisas. No entanto, esta droga parece
nao ser eficaz no bloqueio da proliferacdo de linfécitos T, que tém maior
dependéncia da via da calcineurina. Seus principais efeitos indesejaveis incluem a
trombocitopenia e a hiperlipidemia (SALOMAO, 2007; CONTRERAS et al., 2008;
HALL, 2008).

O FTY720 é um imunossupressor que atua como agonista de alta afinidade
pelo receptor esfingosina-1-fosfato. Seu mecanismo de agéo esta relacionado ao
desenvolvimento de linfopenia, que pode ser decorrente de migracéo linfocitaria para
os oOrgaos linféides e/ou de inducdo da apoptose. Ao contrario dos demais
imunossupressores, o FTY720 parece nao prejudicar as fungdes de proliferagdo e
ativacdo das células T e B e poderia ser utilizado em associagdo com os inibidores
de calcineurina. Entretanto, um estudo recente ndo encontrou uma vantagem
significativa na associagao de FTY720 com tacrolimus e glicocorticoides sobre o
tratamento associado ao micofenolato na prevencdo da rejeicdo em pacientes
transplantados renais (HOITSMA et al., 2011). De qualquer forma, acredita-se que
este seja um imunossupressor com grande probabilidade de aplicagao clinica nos
proximos anos. Em setembro de 2010, o FTY720 foi aprovado pelo FDA (Food and
Drug Administration) como tratamento de primeira escolha para a esclerose multipla,
nos Estados Unidos (BARROS et al., 2006; BRINKMANN et al., 2010).

A utilizacdo das drogas imunossupressoras melhora substancialmente os
resultados dos transplantes renais e a sobrevida do 6rgao a curto e longo prazos,
entretanto, essas drogas possuem efeitos colaterais importantes, que variam de
paciente para paciente, de acordo com as substancias e doses administradas.
Cumpre destacar que algumas destas drogas possuem efeitos nefrotoxicos, que
podem comprometer o enxerto renal, levando a sua disfungdo, bem como a
hipertenséo e a hiperlipidemia (SEMENTILLI et al., 2008).

As manifestagbes de nefrotoxicidade podem ser agudas ou crénicas,
funcionais ou estruturais. A realizagdo da biopsia € um procedimento relativamente
seguro e constitui o padréo de eleicao para o diagnostico da disfungdo do enxerto
aguda ou crdnica, imunolégica ou nao imunolégica, incluindo as infecgdes virais que
podem acometer o 0Orgdo. Entretanto, as coletas para a biopsia tém sido
questionadas, por constituirem procedimentos invasivos, potencialmente associados
a riscos, além das questdbes que envolvem a padronizacdo dos laudos
histopatolégicos (SEMENTILLI et al., 2008).
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Desta forma, o sucesso da terapia imunossupressora depende, em parte, do
uso racional destes medicamentos e dos avangcos nos estudos que propiciam um

melhor entendimento da resposta imunoldégica e hemostatica nos pacientes
transplantados renais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar biomarcadores inflamatérios e hemostaticos em pacientes submetidos ao
transplante de rim, sem sinais clinicos de rejeicao, distribuidos em subgrupos de
acordo com a fungao renal e o tempo pés-transplante.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar os niveis plasmaticos das citocinas IL-8, IL-6, IL-1B, TNF-a, IL-12p70,
IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-10 em pacientes transplantados renais distribuidos em

subgrupos de acordo com a fungao renal e o tempo péds-transplante;

3.2.2 Avaliar os niveis plasmaticos dos marcadores hemostaticos trombomodulina
(TM), fator von Willebrand (FvW), ADAMTS13 e dimero D (D-Di) em pacientes
transplantados renais distribuidos em subgrupos de acordo com a fungéo renal e o
tempo pés-transplante;

3.2.3 Investigar a associacado dos parametros clinicos, marcadores inflamatérios e

hemostaticos com os niveis plasmaticos de creatinina;

3.2.4 Investigar a associacao dos parametros clinicos, marcadores inflamatérios e

hemostaticos com o ritmo de filtracao glomerular (eRFG).
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4.1 Delineamento experimental

Comité de Etica
COEP UFMG 387/09
DEP-HC/UFMG 092/09
CEP-HFR 348/10

Critérios de exclusdo
- rejeicé@o ao enxerto
- < 18 anos
- doador falecido

Selegao dos

pacientes

T1:1-24meses

Tempo

pés-transplante Pacientes

T2:25-60meses ]—
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Critérios de inclusao
-> 18 anos

- doador vivo

- funcéo renal estavel

Ct:< 1,4mg/dL ]

(n=160)

[
[
[ T3:61-120meses
[

T4:>120meses

Amostras
biolégicas

Sangue total em
EDTA (5mL)

Plasma

A 4

Niveis de creatinina ﬂ

C2:1,4-2,0mg/dL ]

—[ C3:>2,0mg/dL ]

Consulta aos
prontuarios

Sangue total em ]

Banco de
dados

citrato (5mL)

Plasma

A 4

Citocinas (n=120)
IL8, IL6, IL1B, TNFa, IL12,
IFNy, IL4, IL5, IL10
TH1, TH2/Inflammation kits

Parametros Hemostaticos (n=160)
TM, D-Di, ADAMTS13, FvW
Immunobind/ELISA kits

Analises Estatisticas

- Programas Graph Pad Prism 5.0; Sigma Stat 3.5; Stata 11.0

- Comparagéo de variaveis continuas nao normais
- Comparagao de variaveis normais

- Andlise univariada e multivariada

- p<0,05 estatisticamente significativo
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O presente trabalho, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e
a ficha clinica para selecao dos pacientes foram aprovados sob o ponto de vista
ético e formal pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas
Gerais (ETIC 387/09), pela Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensdo (DEPE) do
Hospital das Clinicas da UFMG (Processo 092/09) e pelo Comité de Etica em
Pesquisas do Hospital Felicio Rocho (CEP-HFR) (Processo 348/10), conforme
anexos A, B e C.

O esclarecimento dos objetivos da pesquisa, utilizando-se linguagem clara e
destacando-se a participagado voluntéria foi feito pela pesquisadora aos pacientes
envolvidos no estudo, durante o periodo de coleta das amostras. A assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo D) foi obtida no momento da
coleta de sangue.

A ficha clinica (Anexo E) individual e padronizada, contendo dados clinicos e
laboratoriais relevantes para a andlise dos resultados, foi preenchida para todos os
pacientes a partir dos prontuarios médicos e de enfermagem.

Para determinacdo do numero de pacientes participantes (n) foi realizado o
célculo amostral, a partir dos resultados parciais obtidos para o dimero-D, interferon
gama e interleucina-5. As analises foram realizadas utilizando-se o teste ANOVA e o
programa GPOWER (versao 3.1), admitindo-se um poder amostral maior que 90%.
Os resultados obtidos para os parametros citados definiram o n=160 para este

estudo.
4.2 Casuistica

Os 160 pacientes transplantados renais foram selecionados durante a rotina
de atendimento no Ambulatério de Transplantes da Unidade Bias Fortes, do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e na Unidade de
Transplantes do Hospital Felicio Rocho, Belo Horizonte, Minas Gerais, nos anos de
2010 e 2011. A realizacdo deste protocolo de pesquisa nao interferiu em nenhuma
conduta ou prescricao médica.

Foram coletadas amostras biol6gicas de sangue venoso no periodo da
manha, sem exigéncia de jejum. A populacdo de estudo compreendeu 103 homens
e 57 mulheres com idade entre 19 e 73 anos e tempo pds-transplante entre 1 e 229

meses.
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Todos os pacientes participantes receberam o rim de doadores vivos e foram
selecionados de forma sequencial ao atendimento, nos ambulatérios dos servigos de
transplantes citados, no dia da coleta das amostras para os exames de monitoracao
pbs-transplante. Os dados clinicos relativos as dosagens de creatinina e a data de
realizacdo do transplante renal foram coletados dos prontuarios de cada paciente
participante para posterior categorizacdo em subgrupos.

Os pacientes foram inicialmente distribuidos em trés subgrupos de acordo
com niveis plasmaticos de creatinina (HUMAR et al., 2002; LING et al., 2007; JUNG,
LEE, KWON, 2012), sendo:

- C1: Creatinina inferior a 1,4mg/dL (n=74)
- C2: Creatinina entre 1,4 e 2,0mg/dL (n=60)
- C3: Creatinina superior a 2,0mg/dL (n=26)

Os pacientes transplantados renais também foram distribuidos em quatro
subgrupos de acordo com o tempo pés-transplante, sendo:

-T1:1 a 24 meses (n=41);
- T2: 25 a 60 meses (n=40);
- T3: 61 a 120 meses (n=40);

- T4: acima 120 meses pos-transplante (n=39)

4.2.1 Critérios de inclusao

- Pacientes transplantados renais que receberam o rim de doadores vivos;

- Idade superior a 18 anos;

- Pacientes com funcdo renal estavel estabelecida clinicamente (enxerto
funcionante). A confirmacdo da estabilidade clinica dos pacientes transplantados foi
feita pelos nefrologistas colaboradores deste estudo e por meio da consulta aos
dados clinicos e laboratoriais disponiveis nos prontuarios.

4.2.2 Critérios de exclusao

- Pacientes transplantados renais que receberam o rim de doadores falecidos;
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- Idade inferior a 18 anos e/ou pacientes pediatricos;

- Pacientes que apresentavam suspeita clinica de rejeicdo ou rejeicdo ativa no
momento da coleta de sangue;

- Pacientes que fizeram cirurgias recentes;

- Pacientes que tiveram fraturas recentes;

- Pacientes que estavam sob tratamento hemodialitico no momento da abordagem
ou que foram indicados para retorno a hemodialise no dia da coleta de sangue;

- Pacientes que tiveram suspeita clinica de rejeicao declarada pelo médico
nefrologista no dia da coleta ou que foram encaminhados a nova realizagédo do
exame de “painel”, por suspeita de rejeicao;

- Pacientes que néo utilizavam corticdides em sua terapia imunossupressora, com 0
objetivo de padronizar parcialmente 0s esquemas imunossupressores;

- Pacientes que apresentavam resultados de clearence de creatinina recente inferior
a 60mL/min/1,73m?;

- Pacientes que apresentavam resultados recentes de bidpsia renal indicativos de
rejeicdo aguda ou crénica;

- Pacientes que apresentavam infecgdes virais ativas, tais como CMV ou que

estivessem em terapia anti-viral profilatica por suspeita de infecc¢des.
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4.3 Amostras bioldgicas

Para obtencao das amostras de plasma foram coletados 10mL de sangue
total, sendo 5mL em citrato de s6dio 0,109 mol/L e 5mL em EDTA-K3 1,8mg/mL, em
tubos VACUETTE® para coleta a vacuo. As amostras foram coletadas no periodo da
manha, sem exigéncia de jejum, no ambulatério de transplantes da Unidade Bias
Fortes, do Hospital das Clinicas da UFMG e no Instituto Hermes Pardini, unidade do

Hospital Felicio Rocho, ambos em Belo Horizonte, Minas Gerais.

4.3.1 Preparo e conservacao das amostras biolégicas

Apés a coleta, as amostras foram acondicionadas em caixas térmicas e
transportadas sob refrigeracdo, imediatamente apds término das coletas, até o
laborat6rio para centrifugacao, separacao do plasma e congelamento a -80°C.

As amostras foram centrifugadas a 2.500 rpm, durante 20 minutos, em
centrifuga Jouan® modelo BR4i, entre 2 e 8°C, para obtencdo das amostras de
plasma.

As aliquotas de plasma (cerca de 1mL) foram transferidas para micro tubos
plasticos, com tampa de rosca e anel de borracha protetor, da marca Axygen® e
armazenadas em freezer vertical -80°C Jouan® modelo VX380, até o momento do

uso. Todos os testes foram realizados com amostras descongeladas uma Unica vez.

4.4 Preparodo banco de dados

As fichas clinicas dos pacientes foram parcialmente preenchidas no ato da
coleta de sangue, com os dados pessoais dos pacientes por auto-relato e,
posteriormente, os prontuarios foram consultados para a obtencdo de dados da
evolucdo clinica, desde a data do transplante renal até o momento da coleta de
sangue. Os parametros coletados foram utilizados para elaboracao de um banco de
dados, com informagbes relativas a idade, sexo, tempo de hemodialise, doenca
primaria, complicacées/comorbidades pds-transplante e outras doencas associadas,
terapia imunossupressora e demais medicamentos em uso, marcadores de funcao
renal e hepatica, hemograma, grupo sanguineo, compatibilidade HLA, prova cruzada
e PRA.
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4.5 Métodos

4.5.1 Determinacao plasmatica de citocinas por citometria de fluxo (CBA —

Cytometric Beads Array)

O sistema BD™ CBA utliza como principio o imunoensaio de particulas
(esferas ou beads). Cada esfera possibilita a captura seletiva de uma proteina
especifica em sua superficie. O kit BD™ CBA Human Th1/Th2 Cytokine (BD®
Biosciences Pharmingen, USA) consiste em uma suspensdo de esferas que
permitem a deteccdo de mudltiplos analitos em uma Unica amostra de pequeno
volume. O kit pode ser usado para determinar quantitativamente interleucina-2 (IL-2),
interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-10 (IL-10) , fator de necrose
tumoral (TNF-) e interferon-y (IFN-y). As populacdes de esferas sédo revestidas com
anticorpos de captura especificos para essas citocinas, com distintas intensidades
de fluorescéncia. A incubacdo com um conjugado marcado leva a formacao de um
complexo-sanduiche. Os limites de detecgao estabelecidos pelo fabricante do kit sédo
IL-2 (2,6 pg/mL), IL-4 (2,6 pg/mL), IL-5 (2,4 pg/mL), IL-10 (2,8 pg/mL), TNF-a (2,8
pg/mL) e IFN-y (7,1 pg/mL). As leituras dos testes foram realizadas em citdmetro de
fluxo BD™FACScalibur do Centro de Pesquisas René Rachou/Fundagdo Osvaldo
Cruz. Apéds aquisicdo dos dados da amostra, os resultados foram gerados em
formato grafico e tabular. O fabricante do kit diagnéstico ndo fornece valores de
referéncia para as citocinas avaliadas. O kit BD™ CBA Human Th1/Th2 Cytokine foi
utilizado apenas para as determinagdes de IFN-y, IL-4 e IL-5.

Para quantificacao das citocinas IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a e IL-12p70 foi
utilizado o kit Human Inflammation (BD® Biosciences Pharmingen, USA), que utiliza
0 mesmo principio descrito anteriormente, entretanto as populagdes de esferas sao
revestidas com anticorpos de captura especificos para essas citocinas, com
intensidades de fluorescéncia distintas. Os limites de detecgcédo estabelecidos pelo
fabricante do kit sdo IL-1B (7,2pg/mL), IL-6 (2,5pg/mL), IL-8 (8,6pg/mL), IL-10
(8,3pg/mL), TNF-a (3,7pg/mL) e IL-12p70 (1,9pg/mL).
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4.5.2 Determinacao plasmatica do parametro hemostatico Trombomodulina

(TM)

O principio do teste consiste na captura dos antigenos trombomodulina (TM)
por anticorpos monoclonais (anti-TM), fixados na superficie de uma placa, que
reconhecem os dominios EGF1 e EGF2 da molécula. Os antigenos nao capturados
séo retirados por lavagens sucessivas. Em seguida adicionam-se os segundos
anticorpos monoclonais (conjugados com peroxidase), que vao se ligar aos dominios
EGF5 e EGF6 da molécula de TM, completanto o sistema anticorpo-antigeno-
anticorpo (sanduiche). Os anticorpos conjugados com peroxidase que nao se
ligaram a TM sao, posteriormente, retirados por lavagens sucessivas. A revelagao
dos antigenos capturados na primeira etapa é feita pela reacdo da enzima
peroxidase (HRP), ligada ao segundo anticorpo, com o substrato TMB (3, 3, 3, 5 -
tetrametilbenzidina), gerando um produto de coloracdo azul. Essa reagdo é
interrompida pela adi¢cdo de acido sulfdrico e a cor torna-se amarela. A intensidade
da cor produzida (determinada fotometricamente) é diretamente proporcional a
concentracao de TM na amostra plasmatica. Os testes para determinacao dos niveis
plasmaticos de TM foram realizados utilizando-se o0 conjunto diagnostico
IMUNOBIND® Thrombomodulin ELISA (American Diagnostica® Inc.). A leitura da
placa foi feita utilizando-se o leitor de microplacas VersaMax Microplate Reader -
MOLECULAR DEVICES (USA). O intervalo de referéncia do teste, fornecido pelo
fabricante do kit diagndéstico, é de 4,00 a 5,35ng/mL. O limite minimo de detecgéo do
teste é de 0,3ng/mL

4.5.3 Determinacao plasmatica do parametro hemostatico Fator de von
Willebrand (FvW)

O principio do teste € o mesmo descrito para TM, no entanto, os anticorpos
fixados na placa sao especificos para os antigenos FYW do plasma (anti-FVvW). A
determinacao do FvW foi realizada utilizando-se o Kit IMUNOBIND® FvW (American
Diagnostica® Inc.), seguindo-se rigorosamente as instru¢des do fabricante. A leitura
da placa foi feita utilizando-se o leitor de microplacas VersaMax Microplate Reader -
MOLECULAR DEVICES (USA). O fabricante do kit diagnéstico nao fornece faixa de

referéncia e limite minimo de deteccao para esse marcador. Para comparagdes com
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os resultados obtidos utilizamos o valor médio de diversas determinacdes realizadas
em plasmas de voluntarios saudaveis [805 mU/mL (683-1012mU/mL)], obtidos no
Laboratério de Hematologia Clinica da Faculdade de Farmécia da Universidade

Federal de Minas Gerais.

4.5.4 Determinacao plasmatica do parametro hemostatico ADAMTS13

O principio do teste € o mesmo descrito para TM e FvW, no entanto os
anticorpos fixados na superficie da placa sdo especificos para antigenos
ADAMTS13 do plasma (anti-ADAMTS13). Os testes para ADAMTS13 foram
realizados utilizando-se o conjunto diagnéstico IMUNOBIND® ADAMTS13 ELISA
(American Diagnostica® Inc.). A leitura da placa foi feita utilizando-se o leitor de
microplacas VersaMax Microplate Reader - MOLECULAR DEVICES (USA). O
intervalo de referéncia para o teste, fornecido pelo fabricante do kit diagnostico, € de
630 a 860ng/mL. O fabricante do kit diagnéstico ndo fornece limite minimo de

deteccdo para esse marcador.

4.5.5 Determinacao plasmatica do parametro hemostatico dimero-D (D-Di)

O principio do teste € o mesmo descrito para TM, FvW e ADAMTS13, no
entanto os anticorpos fixados na superficie da placa sao especificos para dimero-D
(anti-DDi). A intensidade da cor produzida (determinada fotometricamente) €
diretamente proporcional a concentracdo de D-Di na amostra plasmatica. A
determinacdo dos niveis plasmaticos de D-Di foi realizada utilizando-se o conjunto
diagnostico Imunoclone® D-dimer Elisa Kit (American Diagnostica® Inc.). A faixa de
referéncia para o teste, fornecida pelo fabricante, € inferior a 400ng/mL. O limite
minimo de detecgéo do teste, fornecido pelo fabricante, é de 2 a 4ng/mL

As leituras das placas de ELISA dos parametros hemostéticos foram feitas
utilizando-se o leitor de microplacas VersaMax Microplate Reader - MOLECULAR
DEVICES (USA), na Faculdade de Farmacia da UFMG. Em todos os testes foram
obtidas as curvas de calibracdo e foram utilizadas amostras controle de
concentracao conhecida. Algumas amostras biol6gicas foram testadas em duplicata
para avaliar reprodutibilidade das técnicas e o0s resultados obtidos foram

praticamente coincidentes.
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4.5.6 Analise dos prontuarios e elaboracao do banco de dados

Os resultados dos exames de rotina, solicitados ao Laboratério do Hospital
das Clinicas da UFMG e ao Laboratério Hermes Pardini no Hospital Felicio Rocho,
tais como hemograma, dosagens de imunossupressores, marcadores de funcao
renal e hepatica e outros foram consultados nos prontuarios de atendimento médico
e de enfermagem e foram utilizados para avaliar os diferentes subgrupos de
pacientes, por meio de correlagées com os marcadores inflamatérios e hemostaticos
utilizados neste trabalho.

4.5.7 Analise dos dados

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se os programas
GraphPad PRISM (versao 5.0), SigmaStat (versao 3.5) e STATA (versdao 11.0). A
normalidade dos dados foi testada pelo método de Kolmogorov-Smirnov. A
comparacao entre os grupos foi feita utilizando-se o teste “t” de Student para as
variaveis continuas que apresentaram distribuicdo normal e o método nao
paramétrico de Mann-Whitney para as variaveis com distribuicdo nao normal. O teste
de Kruskal-Wallis, seguido de teste de Dunn foi utilizado para identificagdo da
diferenca entre as medianas entre mais de dois grupos. As variaveis categoricas
foram comparadas pelo teste de qui-quadrado (x2) ou teste exato de Fisher. A
associagdo entre a funcdo renal e as varidveis independentes foi investigada por
meio de regressdo logistica univariada e multinomial. Como as variaveis podem
atuar como fator de confusao, foi feita uma analise multivariada por bloco, com todas
aquelas variaveis ao nivel de significancia de p<0,20 na analise univariada. Foram

consideradas diferencas significativas valores de p<0,05.
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5.1 Caracteristicas clinicas da populacao estudada
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O presente estudo incluiu 160 pacientes transplantados renais, que possuiam

1 a 229 meses pos-transplante e funcao renal estavel.

integrantes do estudo estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Caracteristicas clinicas dos integrantes do estudo

Os dados clinicos dos

Masculino Feminino Total p
Parametros (n=103) (n=57) (n=160)
Idade (anos) 44 (21-71) 37 (19-73) 42 (19-73) 0,090
IMC (Kg/m®) 25,0 (23,6-27,4) 24,1 (22,9-26,1) 24,8 (17,6-41,2) 0,128

Causa primaria da DRC [n(%)]
Nefroesclerose hipertensiva
Glomerulopatias
Nefropatia diabética*

Outras causas
Etiologias desconhecidas
Nao informado

Tempo de HD (meses)*

PRA pré-transplante
Negativo
Positivo
Nao realizado
Nao informado

Terapia imunossupressora
Tacr+MMF+Pred
CSA+MMF+Pred
Rapa+MMF+Pred
Outras

Outros medicamentos
Hipotensores
IECA
B-bloqueadores
Antagonistas de canal de calcio
ARA
_ Diuréticos
Acido Acetilsalicilico
Estatinas/Fibratos
Suplementos/Polivitaminicos
Ansioliticos/Antidepressivos
Insulina/Hipoglicemiantes orais
Qutros

24 (23,3%)
10 (9,7%)
4 (13,6%)

5 (4,9%)
22 (21,4%)
28 (27,2%)

20 (12-30)

14 (24,5%)
7 (12,4%)
4(7,0%)
4 (7,0%)
11 (19,3%)
17 (29,8%)

2 (8-20)

0 (52,6%)
8 (31,6%)
3 (5,3%)

6 (10,5%)

8 (14,0%)
7 (12,3%)
3 (5,3%)
4 (7,0%)
7 (12,3%)
5 (8,8%)
9 (15,8%)
10 (17,5%)
1(19,3%)
3 (5,3%)
17 (29,8%)

38(23,8%)

7 (10,6%)

8 (11,3%)
9 (5,6%)
33 (20,6%)
45 (28,1%)
15 (12-30)

64 (40,0%)
13 (8,1%)
10 (6,3%)

73 (45,6%)

0,027

<0,001

0,730

0,921

0,232

continua
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Comorbidades pos-transplante 0,819
ITU de repeticao 6 (5,8%) 5 (8,8%) 11 (6,9%)
DM 2 (1,9%) 2 (3,5%) 4 (2,5%)
HAS 4 (3,9%) 2 (3,5%) 6 (3,8%)
CMV 3 (2,9%) 0 (0,0%) 3 (1,9%)
Outras 22 (21,4%) 13 (22,8%) 35 (21,8%)
Nao apresentaram/ néo relatado 66 (64,1%) 35 (61,4%) 101 (63,1%)

*p=0,05=significativo. Os dados nao-paramétricos estdo apresentados como mediana e intervalo
interquartilico (Mann-Whitney Rank Sum Test/Kruskal-Wallis). Dados de frequéncia (%) foram analisados

pelo testex2 ou pelo teste exato de Fisher. IMC: indice de massa corporal. DRC: doenga renal crénica. HD:
hemodidlise. PRA: reatividade contra painel de linfécitos. Tacr: tacrolimus. MMF: micofenolatomofetil. Pred:
prednisona. CSA: ciclosporina. Rapa: rapamicinas (Sirolimus ou Everolimus). IECA: inibidores da enzima
conversora de angiotensina. ARA: antagonistas dos receptores de angiotensina. ITU: infeccao do trato
urinario. DM: diabetes mellitus. HAS: hipertensao arterial sistémica. CMV: citomegalovirus. ND: n&o
determinado.

A maioria dos pacientes transplantados renais incluidos no estudo era do
sexo masculino (64,4%). A mediana das idades para o sexo masculino e feminino
nao mostrou diferenca e foi 44 e 37 anos, respectivamente (p=0,090). As medianas
obtidas para o IMC, dos homens (25,0) e das mulheres (24,1), também néo
mostraram diferencas (p=0,128) e revelaram que a maioria dos pacientes estava na
faixa de peso eutréfico (IMC entre 18,6 e 24,9 Kg/m?). Em relagdo as doencas
primarias que levaram a DRC, na maioria dos casos, a verdadeira causa da doenga
renal ndo era conhecida ou nao foi informada (48,8%). A nefroesclerose hipertensiva
foi a causa mais comum associada a DRC, tanto em homens (23,3%), quanto em
mulheres (24,5%). As glomerulopatias cronicas foram mais frequentes em mulheres
(12,4%), enquanto que a nefropatia diabética foi significativamente mais frequente
em homens (13,6%) que em mulheres (7,0%), como mostra a tabela 1.

O tempo médio de hemodialise foi significativamente maior nos pacientes do
sexo masculino (20 meses) que nas pacientes do sexo feminino (12 meses) com
p<0,001. Em relagdo a reatividade contra painel de linfécitos (PRA), realizado pré-
transplante, 40,0% dos pacientes apresentaram PRA negativo, 8,1% positivos, 6,3%
nao realizaram o exame pré-transplante e 45,6% nao possuiam o dado disponivel no
prontuario.

A terapia imunossupressora tripla foi a mais utilizada pelos pacientes do
estudo, sendo principalmente composta por Tacrolimus + Micofenolatomefetil +
Prednisona (53,8%). Dentre os medicamentos utilizados, além da terapia
imunossupressora, os hipotensores foram os mais comuns, sendo que 61 homens
(59,2%) e 29 mulheres (50,9%) utilizavam algum tipo de hipotensor. A comparagao

estatistica da frequéncia de uso dos demais medicamentos entre homens e
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mulheres nao foi determinada devido a dificuldade de categorizagdo dos pacientes,
uma vez que esses utilizavam terapia multipla.

Em relacdo a presenca de comorbidades e/ou complicacdes detectadas apos
a realizacao do transplante renal, a maioria dos pacientes do estudo (63,1%) nao
apresentou complicagdes/comorbidades pds-transplante ou ndo possuia esta
informacao relatada em seus prontuarios (Tabela 1).

5.2 Distribuicao dos pacientes transplantados renais em subgrupos

Os pacientes transplantados renais envolvidos neste estudo foram
distribuidos em subgrupos, de modo a identificar fases distintas com relagdo a
condicao clinica dos mesmos, bem como a terapia imunossupressora. A
categorizacdo em subgrupos foi definida em conjunto com os médicos dos servigcos
participantes do estudo.

O primeiro parametro utilizado para a distribuicdo dos pacientes foi a funcao
renal, baseando-se nos niveis plasmaticos de creatinina. Dessa forma, foram
constituidos trés subgrupos, a saber: C1: creatinina<1,4mg/dL (n=74), C2: 1,4 a
2,0mg/dL (n=60) e C3: >2,0mg/dL (n=26). Os valores de creatinina foram obtidos
dos prontuarios médicos e os resultados se referem ao dia da coleta de sangue.

O segundo parametro para a distribuicdo dos pacientes foi o tempo pos-
transplante, T1=1-24 meses (n=41), T2=25-60 meses (n=40), T3=61-120 meses
(n=40) e T4=>120 meses (n=39) pds-transplante.

5.3 Avaliacao das citocinas em funcao dos niveis plasmaticos de creatinina

Os niveis plasmaticos de seis citocinas (IL-8, IL-6, IL-1B, TNF-a, IL-12 e IL-10)
foram determinados em 120 pacientes e trés citocinas (IFN-y, IL-4 e IL-5) foram
determinadas em 49 pacientes por citometria de fluxo. Esta metodologia é
amplamente utilizada para detectar ativagao celular. Os dados obtidos podem ser
analisados de duas formas distintas; pelo percentual de particulas que expressam
antigenos na superficie; ou pela intensidade média de fluorescéncia (MFI — mean
intensity fluorescence) da populagdo de particulas que expressa esse antigeno. A
primeira estratégia € util quando se sabe que o biomarcador é restrito a uma

subpulagédo e a segunda, quando se tratam de biomarcadores constitutivos. A MFI
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permitiria a distincdo de valores que estdo nos extremos da faixa de linearidade
(KONIJNENBERG et al., 1997). Os resultados do presente estudo estdo expressos
em MFI.

A comparacao estatistica das medianas dos niveis plasmaticos de citocinas
(MFI) foram feitas em fungdo das concentracées de creatinina (C1: creatinina
<1,4mg/dL, n=55; C2: creatinina 1,4-2,0mg/dL, n=45 e C3: creatinina >2,0mg/dL,
n=20) e estdo mostradas na figura 8. Nao foram obtidas diferengcas comparando-se
os trés subgrupos. No entanto, houve uma tendéncia ao aumento de IL-6 no
subgrupo C3 em relagéo ao C1 (p=0,058).
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Figura 8 — Niveis plasmaticos (MFI) de citocinas pré-inflamatoérias e reguladoras nos
subgrupos de pacientes transplantados renais, em fun¢ao das concentracoes de creatinina.
Dados apresentados como mediana e intervalo interquartilico de IL-8, IL-6, IL-1B, TNF-q, IL-12,
IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-10. C1:creatinina <1,4mg/dL; C2:creatinina 1,4-2,0mg/dL e C3:creatinina
>2,0mg/dL.

Uma nova estratégia de analise das citocinas plasmaticas em pacientes
transplantados renais incluiu o estudo das médias méveis de cada citocina (MFI) em

relacdo aos niveis plasmaticos de creatinina, como apresentado na figura 9.
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Figura 9 - Perfil de citocinas (MFI) em pacientes transplantados renais em funcdo dos niveis
plasmaticos de creatinina (0,5 a 4,0mg/dL). Dados apresentados como média mével dos niveis
plasmaticos de IL-8, IL-6, IL-1B, TNF-q, IL-12, IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-10. Os pontos representam
cada individuo participante. As linhas horizontais destacam as faixas de creatinina associadas

as tendéncias de elevacgao das citocinas.

Um predominio de citocinas reguladoras, com tendéncia a elevacao de IL-4 e
IL-5, foi observado nos pacientes com creatinina <1,6mg/dL, enquanto niveis mais
elevados da citocina pro-inflamatéria IL-8 foram observados nos pacientes com
creatinina entre 1,1 e 2,0mg/dL. Para as demais citocinas avaliadas nao foram
observadas tendéncias a elevagcdo associadas as concentragdes plasmaticas de
creatinina.

Visando a melhor caracterizagdo do perfil de citocinas em pacientes
transplantados renais, a mediana de cada citocina, considerando os valores obtidos
para todos os participantes, foi calculada e utilizada como cut off para classificar os

pacientes como “baixos” ou “altos” produtores de citocinas e, dessa forma, obter um
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panorama global das citocinas plasmaticas nos pacientes transplantados renais. A
figura 10 ilustra o perfil dos pacientes que foram classificados como baixos () ou

altos produtores, em relacao as citocinas reguladoras ( =2) e pro-inflamatérias (mm).
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Os valores das medianas globais para cada citocina foram: 1L-8=1,8; IL-6=8,4;
IL-1B=2,4; TNF-a=4,5; IL-12p70=5,3; IFN-y=4,0; IL-4=1,3; IL-5=1,4 e IL-10=6,0.
Foram considerados altos produtores os pacientes que possuiam nivel de citocina
acima da mediana global determinada. Posteriormente, diagramas em escala de
cinza (Figura 11) foram criados para calcular a frequéncia (%) de pacientes que
exibiam niveis elevados de citocinas, de acordo com as medianas globais das
citocinas obtidas na figura 10. Esta analise de frequéncia foi feita por subgrupo
relativo aos niveis plasmaticos de creatinina (C1:<1,4mg/dL, n=55; C2:1,4 a
2,0mg/dL, n=45 e C3:>2,0mg/dL, n=20) e foram consideradas elevadas as
frequéncias iguais ou maiores que 50%.

Cada linha na tabela do diagrama representa um paciente transplantado, o
simbolo (mm) representa as citocinas pro-inflamatérias, o (=) as citocinas
reguladoras, ambos para os pacientes altos produtores, e o simbolo ( =), os
pacientes baixos produtores de citocinas. Os quadradinhos preenchidos com
asterisco (*) indicam que a citocina em questdo nao foi determinada para aquele
paciente. As frequéncias iguais ou maiores que 50% de pacientes altos produtores
(acima da mediana global) estdo marcadas em negrito e sublinhadas (Figura 11).

Os resultados mostraram que os pacientes do subgrupo C1 exibiam
frequéncias 250% de duas citocinas reguladoras (IL-4=65,4% e IL-10=50,9%) e uma
citocina pro-inflamatéria (IFN-y=53,8%). Os pacientes do subgrupo C2 apresentaram
frequéncia elevada (250%) de todas as citocinas pré-inflamatérias avaliadas, sendo
IL-8=51,1%, IL-6=53,3%, IL-13=53,3%, TNF-a=55,6%, IL-12=60% e IFN-y=50% e da
citocina reguladora IL-5 (=50%). Os pacientes do subgrupo C3 apresentaram um
perfil equilibrado de citocinas pré-inflamatérias (IL-8=65%, IL-6=60%, IL-12=55% e
IFN-y=63,6%) e reguladoras (lIL-4=54,5%, IL-5=63,6%, IL-10=65%), e esse foi o
subgrupo que exibiu as maiores frequéncias de pacientes considerados altos

produtores de citocinas (Figura 11).
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Para melhor compreensdo da resposta imune em funcdo dos niveis
plasmaticos de creatinina, foi elaborado um perfil ascendente de citocinas (Figura
12), utilizando a frequéncia de 50%, obtida na figura 11. As colunas representam as
frequéncias de elevacao obtidas para cada citocina e estdo dispostas em ordem
crescente, da esquerda para a direita, por subgrupo (C1, C2 e C3). As linhas
pontilhadas horizontais representam a frequéncia de 50%, sendo consideradas

elevadas aquelas acima deste limite.
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Os dados obtidos revelaram que no subgrupo C1 o perfil ascendente de
citocinas era caracterizado por IL-4>IFN-y>IL-10, sem destaque (250%) para as
demais citocinas avaliadas. O perfil encontrado permite inferir que as citocinas
reguladoras IL-4 e IL-10 e a pro-inflamatéria IFN-y estao associadas aos pacientes
com niveis mais reduzidos de creatinina (<1,4mg/dL). Por outro lado, o subgrupo C2
(creatinina: 1,4 a 2,0) exibiu um perfil ascendente de citocinas predominantemente
pré-inflamatério, sendo IL-12>TNF-o>IL-1B>IL-6>IL-8>IL-5>IFN-y, o que permite
inferir que a elevacdo dos niveis plasmaticos de creatinina estd associada ao
aumento de citocinas pro-inflamatérias. O subgrupo C3 apresentou um perfil
equilibrado de citocinas pro-inflamatdrias e reguladoras, caracterizado por IL-10=IL-
8>IL-5=IFN-y>IL-6>IL-12>IL-4. Este perfil de citocinas permite inferir que a elevagao
mais pronunciada de creatinina plasmatica (>2,0mg/dL) ativaria a producdo de
citocinas reguladoras, visando antagonizar (down regulation) as citocinas pro-

inflamatorias expressas neste subgrupo (C3).
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A andlise final do perfil ascendente permitiu a obtencdo de uma curva de
“assinatura de citocinas” em funcao dos niveis plasmaticos de creatinina (Figura 13).
Cada quadradinho representa uma citocina avaliada nos subgrupos C1, C2, e C3. A
linha horizontal pontilhada representa a frequéncia de 50% e os valores iguais ou
acima dessa foram considerados elevados. As linhas de conexao mostram que a
assinatura de citocinas foi diferente para cada subgrupo, tendo maior expressao de
IL-4, IFN-y e IL-10 no subgrupo C1, de IL-12, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-5 e IFN-y no
C2 e de IL-10, IL-8, IL-5, IFN-y, IL-6, IL-12 e IL-4 no C3. Cumpre ressaltar que o
perfil de assinatura de citocinas revelou uma tendéncia a homogeneidade das

frequéncias dessas nos trés subgrupos avaliados (Figuras 12 e 13).
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5.5 Avaliacao dos parametros hemostaticos em funcao dos niveis plasmaticos
de creatinina

Os parametros hemostaticos TM, FvW, D-Di e ADAMTS13 foram avaliados
nos 160 pacientes participantes do estudo, em fungdo dos niveis plasmaticos de
creatinina nos subgrupos C1, C2 e C3 e foi encontrado um aumento significativo de
D-Di no subgrupo C3 em relagédo ao C1 (p=0,002). Para as demais comparagdes
nao foram observadas diferengas (TM, p=0,097; FvW, p=0,360 e ADAMTS13,
p=0,339), como mostra a figura 14.
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Figura 14- Niveis plasmaticos de parametros hemostaticos nos subgrupos (C1, C2 e C3) de
pacientes transplantados renais, em fun¢cao das concentracoes de creatinina. A linha
horizontal mostra diferenca significativa entre os subgrupos. Dados apresentados como
mediana e intervalo interquartilico. TM:trombomodulina. FvW:fator von Willebrand. D-
Di:dimero D. ADAMTS-13:A Desintegrin And Metalloprotease with eight Thrombospondin-1-
like-member 13. C1:creatinina <1,4mg/dL; C2:creatinina 1,4-2,0mg/dL e C3:creatinina
>2,0mg/dL.
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5.6 Avaliacao de citocinas em funcao do tempo poés-transplante

A comparacéao estatistica das medianas dos niveis plasmaticos de citocinas
(MFI), por subgrupo em fungdo do tempo poés-transplante, revelou niveis
significativamente maiores de IL-5 (p=0,008) no subgrupo T1 (1-24 meses) em
relacdo ao T2 (25-60 meses). Além disso, niveis elevados de IL-12 (p=0,015) foram
observados no subgrupo T4 (>120 meses) em relacdo ao T3 (61-120 meses). Nao
foram observadas diferencas significativas para as medianas das demais citocinas
avaliadas (Figura 15).
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Figura 15 — Niveis plasmaticos das citocinas (MFI) por subgrupos de pacientes
transplantados renais, em funcao do tempo poés-transplante. Dados apresentados como
mediana e intervalo interquartilico de IL-8, IL-6, IL-1B, TNF-q, IL-12p70, IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-10.
As linhas horizontais mostram as diferencas significativas (p<0,05). T1:1-24 meses. T2:25-60

meses. T3:61-120 meses. T4: >120 meses pos-transplante.

De modo similar ao que foi descrito para a distribuicAo dos pacientes em

subgrupos em funcdo dos niveis plasmaticos de creatinina, as médias méveis de
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cada citocina (MFI) foram analisadas em funcdo do tempo pés-transplante <160
meses (n=114) e estao apresentadas na figura 16. Uma predominancia de citocinas
reguladoras, a curto prazo, com tendéncia a elevacado de IL-4, IL-5 e IL-10 foi
observada no subgrupoT1 (1-24 meses), enquanto niveis mais elevados de citocinas
pro-inflamatorias (IL-8, IL-6, IL-1-B, TNF-a e IL-12p70) foram observados a longo
prazo pos-transplante (T4:>120 meses). Uma tendéncia a elevagdo de TNF-a
também foi obtida nos pacientes com 25-60 meses pos-transplante (T2). Nado houve
tendéncia a elevacao de nehuma citocina no T3 (61-120 meses poOs-transplante) e
os niveis de IFN-y permaneceram estaveis em todos os pacientes avaliados, como

mostra a figura 16.

IL-8 IL-6 IL-18
_ >120 meses - >120 meses - >120 meses
A | 2120 meses | 300 | 120 meses | 100 (120 meses |
[ ] L ]
L ]
80
150 -
200 *
60
100
40+ .
100
50|
t 0 20
h i M) </l il s
&, @ - 19, ¢S
0- 2’«@8«%‘(«6w«t!«««i«(oo.’j.-w-“é,v.>«g,y\?o?«s»j 0-Sieddatd LT '40"’0 LGOS SN 0{utaile.ce, ’:'q cee. T «« uo\ \
™
=
» TNF-a IL-12 IFN-y
o 2560 meses >120 meses >120 meses
k= 15+ (280 meses, | 120 meses | 154 15+
8 L ]
3 .
8
A L oo |o 104
8 : 1)
2 [ /"T\
g 'T N\ i 6\]’\9 .
« N . L4 3 9o est-0® o °
S X4 .,..o &8 oo 2 etoe 1
2 N . LN B2
[}
>
= 0
IL-4 IL-6 IL-10
271-24 meses 107724 meses 60 1-24 meses

40

.
ol
«
I o e ® -0 5 ?
] AR J
‘. .‘ .\.—. oo - 4.\ R’ ° °
o o /o o / @ e I J
| \ *
eses e o e oo ..l @/l | ./\
(no/ l . o st @ 0% O—e g0
1 T T T T T T 1 0 T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tempo poés-transplante (meses) >

Figura 16- Perfil de citocinas (MFI) em pacientes transplantados renais. Dados apresentados
como média mével dos niveis plasmaticos de IL-8, IL-6, IL-13, TNF-a, IL-12, IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-
10 em funcéo do tempo pos-transplante (1-160 meses). Os pontos representam cada individuo
participante. As linhas horizontais destacam os periodos pés-transplante associados as
tendéncias de elevacao das citocinas.
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Diagramas em escalas de cinza (Figura 17) foram posteriormente criados
para calcular, em cada subgrupo, T1 (n=31), T2 (n=30), T3 (n=30) e T4 (n=29), a
frequéncia (%) de pacientes que exibiam niveis elevados de citocinas, de acordo
com as medianas globais obtidas (Figura 10). Foram consideradas elevadas as
frequéncias acima de 50%. Os resultados mostraram que os pacientes do subgrupo
T1 (1-24 meses pos-transplante) exibiram frequéncias >50% das citocinas
reguladoras (IL-4=71%; IL-5=71%; IL-10=52%) e pacientes do subgrupo T2 (25-60
meses poés-transplante) apresentaram frequéncias elevadas das citocinas pré-
inflamatorias (IL-1B=57%; TNF-a=60%; IFN-y=64%). Os pacientes do subgrupo T3
(61-120 meses pos-transplante) apresentaram um perfil equilibrado de citocinas pro-
inflamatodria (IL-8=53%) e reguladora (IL-10=57%) € os pacientes do T4 (>120 meses
pds-transplante) apresentaram um perfil predominantemente proé-inflamatério (IL-
8=62%; IL-6=62%; IL-1B=66%; TNF-a=59%; IL-12p70=76%), embora tivessem
também uma frequéncia elevada de IL-5 (64%), como mostra a figura 17.
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O perfil ascendente de citocinas em funcdo do tempo pés-transplante,
utilizando como referéncia a frequéncia de 50% obtida no diagrama anterior esta

apresentado na figura 18.
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Figura 18 - Perfil ascendente de citocinas por subgrupos de pacientes transplantados renais.

*Citocinas com frequéncia de elevacao maior que 50%.

Os dados obtidos revelaram que no subgrupo T1 o perfil ascendente de
citocinas era caracterizado por IL-4=IL-5>IL-10, sem destaque (>50%) para as
demais citocinas avaliadas. O perfil ascendente encontrado permite inferir que as
citocinas reguladoras estdo associadas a fungéo renal do enxerto a curto prazo pés-
transplante. Por outro lado, o subgrupo T2 exibiu um perfil ascendente de citocinas
predominantemente pré-inflamatério, sendo IFN-y>TNF-a>IL-1p, sem destaque para
as demais citocinas avaliadas (<50%). O subgrupo T3 foi caracterizado por um perfil

equilibrado de citocinas reguladora e pro-inflamatérias, sendo IL-10>IL-8, sem
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destaque para as demais citocinas. O subgrupo T4 exibiu um perfil de citocinas
predominantemente pro-inflamatério, sendo IL-12>IL-1B>IL-5>IL-8=IL-6>TNF-a.

A curva de “assinaturas de citocinas” esta apresentada na figura 19, onde
cada quadradinho representa uma citocina avaliada nos subgrupos T1, T2, T3 e T4.
A linha horizontal pontilhada representa a frequéncia de 50% e os valores acima
dessa foram considerados elevados. As linhas de conexdao mostram que a
assinatura de citocinas foi diferente para cada subgrupo, tendo maior expressao de
IL-4, IL-5 e IL-10 no subgrupo T1, de IFN-y, TNF-a e IL-1B no T2, de IL-10 e IL-8 no
T3 edeIL-12, IL-1B, IL-5, IL-8, IL-6 € TNF-a. no T4.

Os dados obtidos permitem inferir que as citocinas pro-inflamatérias,
principalmente a IL-12, podem ser promissoras como biomarcadores do estado
inflamatério no transplante renal a longo prazo, enquanto que as citocinas
reguladoras, principalmente IL-4 e IL-5, parecem ter mais influéncia a curto prazo
poés-transplante (Figuras 18 e 19).
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5.7 Avaliacao de parametros hemostaticos em funcao do tempo pods-

transplante

As medianas dos valores de TM, ADAMTS13 e D-Di e as médias dos valores
de FYW nao foram diferentes, comparando-se os subgrupos T1, T2, T3 e T4
(p=0,306; p=0,133; p=0,063 e p=0,643, respectivamente). No entanto, houve uma
tendéncia a elevagdo de D-Di (p=0,063) no subgrupo T4 (>120 meses pods-

transplante) em relacdo aos demais subgrupos (Figura 20).
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Figura 20 - Niveis plasmaticos de parametros hemostaticos nos subgrupos (T1, T2, T3 e
T4) de pacientes transplantados renais, em fungdo do tempo pés-transplante. Dados

apresentados como mediana e intervalo interquartilico de TM, D-Di e ADAMTS-13 e como
média e desvio padrdao de FvW. Nao foram observadas diferengas significativas entre os
subgrupos. T1= 1-24 meses, T2=25-60 meses, T3=61 a 120 meses e T4>120 meses.
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5.8 Associacao dos parametros inflamatorios, hemostaticos e clinicos com a
funcao renal

A associacao das citocinas, dos marcadores hemostaticos e dos parametros
clinicos com a funcdo renal foi investigada por meio das seguintes varidveis
resposta:

1. Niveis plasmaticos de creatinina (C1:<1,4mg/dL; C2:1,4-2,0mg/dL e
C3:>2,0mg/dL). A categoria de referéncia para creatinina plasmatica foi
menor que 1,4mg/dL (parametro de normalidade).

2. Ritmo de filtracdo glomerular (eRFG) estimado pela férmula MDRD
simplificada (Homens= 175 x creatinina plasmatica®'* x idade®?%) e

113y idade®?® x 0,742),

considerando eRFG menor ou maior que 60mL/min/1,73m? A categoria de

(Mulheres= 175 x creatinina plasmatica’

referéncia para eRFG foi eRFG=60mL/min/1,73m? (parametro de

normalidade).

5.8.1 Associacao dos parametros avaliados com os niveis plasmaticos de

creatinina

A analise preliminar, de regressdo multinomial univariada, revelou associagéo
significativa (p<0,05) entre os niveis plasmaticos de creatinina e algumas variaveis
explicativas de interesse: tempo pds-transplante, TM e D-Di. As varidveis sexo,
idade, IFN-vy, IL-5, IL-10, ADAMTS13 e FvW apresentaram p<0,20, indicando uma
possivel associagdo com o0s niveis plasmaticos de creatinina e também foram

incluidas na analise posterior, multivariada (Tabela 2).
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Tabela 2 - Analise de regressdo multinomial univariada em funcdo dos niveis

plasmaticos de creatinina.

Variaveis Coeficiente IC 95% valor de p

Sexo -0,02 -0,73;0,69 0,95

Idade -0,20 -1,00;0,62 0,64

Tempo pds-transplante 0,48 -0,51;1,47 0,34

Creatinina IFN-y 0,44 -0,73;1,63 0,46
1,4-2,0mg/dL | IL-5* 0,54 -0,08;1,15 0,09
IL-10* 0,83 -0,08;0,20 0,16

T™* 0,12 -0,03;0,26 0,11

DDi* 0,00 0,00;0,01 0,09

ADAMTS13* 0,00 0,00;0,01 0,17

FvW* 0,00 0,00;0,01 0,16

Sexo* -0,99 -2,06;0,82 0,07

Idade* -0,67 -1,66;0,32 0,18

Tempo pés-transplante* 1,75 -3,38;-1,27 0,03

IFN-y* 0,91 -0,35;2,15 0,16

Creatinina | |5 0,60 -0,02;1,21 0,06
>2,0mg/dL | .10 0,10 -0,02;0,22 0,11
T™* 0,17 0,18;0,33 0,03

DDi* 0,00 0,00;0,01 0,01

ADAMTS13* 0,00 0,00;0,01 0,17

FvW* 0,00 0,00;0,01 0,45

p=<0,05: significativo. *p<0,20. Categoria de referéncia: creatinina<1,4mg/dL.

Para as demais varidveis explicativas de interesse, IMC, tempo de
hemodidlise, terapia imunossupressora, IL-8, IL-6, IL-1B, TNF-a, IL-12 e IL-4 o valor
de p foi maior que 0,20. As variaveis explicativas que tiveram p<0,20 foram
inseridas, posteriormente, na analise multivariada. Cumpre ressaltar que nao foi
possivel fazer a analise de regressdao multinomial univariada para os parametros
causas primarias da DRC, PRA pré-transplante e comorbidades pés-transplante, por
apresentarem frequéncia elevada de dados nao informados.

A andlise posterior, de regressao multinomial multivariada, revelou
permanéncia de associacdo significativa (p<0,05) entre os niveis plasmaticos de

creatinina e niveis plasmaticos de ADAMTS13 (Tabela 3).
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Tabela 3 - Coeficiente de associacéo, intervalo de confianca (IC) e valor de p do modelo da
regressao multinomial multivariada, considerando como variavel resposta os niveis

plasmaticos de creatinina.

Variaveis Coeficiente IC 95% valor de p

Sexo feminino 0,05 -2,05;2,16 0,96

Idade -0,34 -1,42;0,75 0,54

Tempo pds-transplante 0,39 -0,64;1,41 0,46

IFN-y 0,44 -0,74;1,62 0,46

Creatinina | IL-5 0,22 -0,63;1,06 0,16
1,4-2,0mg/dL | IL-10 -0,41 -0,99;0,16 0,61
™ 0,51 -0,16;1,17 0,14

DDi 0,00 0,00;0,01 0,87

ADAMTS13 0,00 0,00;0,01 0,85

FvwW -0,00 -0,14;0,00 0,08

Sexo feminino 1,23 -1,62;4,09 0,39

Idade -0,63 -1,94;0,71 0,36

Tempo pés-transplante -0,55 -1,73;0,62 0,35

Creatinina | |FN-y 0,90 -0,34;2,15 0,15
>2,0mg/dL | |5 -0,35 -1,05;0,97 0,13
IL-10 0,57 -0,16;1,29 0,95

™ 0,67 -0,16;1,50 0,11

DDi 0,00 0,00;0,01 0,44

ADAMTS13* 0,01 0,00;0,02 0,05

FvW 0,00 0,00;0,01 0,24

p=<0,05: significativo. IC: intervalo de confianga. IL-5: interleucina 5. IL-10: interleucina 10. TM:
trombomodulina. D-Di: dimero D. ADAMTS13: A Desintegrin And Metalloprotease with eight
Thrombospondin-1-like-member 13. FvW: fator von Willebrand. Categoria de referéncia:
creatinina<1,4mg/dL.

5.8.2 Associacao dos parametros avaliados com o ritmo de filtracdo glomerular

(eRFQG)

Considerando as duas categorias da variavel resposta eRFG (< e
>60mL/min/1,73m?), a analise preliminar de regressdo logistica univariada, revelou
associagao significativa (p<0,05) entre o eRFG e algumas varidveis explicativas de
interesse: sexo e D-Di. As variaveis tempo pos-transplante, tempo de hemodialise,
IL-6, TM e ADAMTS13 tiveram p<0,20, indicando uma possivel associacdo com o

eRFG e também foram incluidas na analise posterior, multivariada (Tabela 4).
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Tabela 4 - Analise de regressao logistica univariada em funcéo do ritmo de filtracdao

glomerular (eRFG)

Variaveis Odds ratio IC 95% valor de p
Sexo* 4,72 1,95;11,4 0,001
Tempo pds-transplante* 2,56 0,94:6,94 0,06
Tempo de hemodialise* 3,23 0,87;12,1 0,08
IL-6* 1,03 0,98;1,08 0,19
T™* 1,13 0,96;1,32 0,13
D-Di* 1,00 1,00;1,01 0,04
ADAMTS13* 1,00 0,99;1,00 0,20

p<0,05: significativo. *p<0,20. Categoria de referéncia: eRFG=60mL/min/1,73m".

Para as demais variaveis explicativas (idade, IMC, terapia imunossupressora,
IL-8, IL-1B, TNF-a, IL-12, IFN-y, IL-4, IL-5, IL-10 e FVW) o valor de p foi maior que
0,20.

A andlise posterior, de regressao logistica multivariada, revelou que o sexo
feminino, o tempo pés-transplante (T3:61-120 meses) e o D-Di permaneceram
associados estatisticamente (p<0,05) ao eRFG (Tabela 5).

Tabela 5 - Odds ratio, intervalo de confianca (IC) e valor de p do modelo de regressao

logistica multivariada, considerando como variavel resposta o eRFG

Variaveis Odds ratio IC 95% valor de p
Sexo feminino* 14,6 2,96;71,4 0,001
T2 1,14 0,33;3,97 0,84
T3* 3,93 1,02;15,1 0,04
T4 2,49 0,58;10,7 0,22
Tempo de hemodidlise 2,39 0,42;13,6 0,32
IL-6 1,01 0,97;1,06 0,57
™ 1,18 0,88;1,59 0,27
D-Di* 1,00 1,00;1,01 0,04
ADAMTS13 1,00 0,99:1,00 0,12

*p=<0,05:significativo. IC: intervalo de confianga. T2: 25-60 meses pds-transplante. T3: 61-120 meses
pos-transplante. T4: >120 meses pos-transplante. IL-6: interleucina 6. TM: trombomodulina. D-Di:
dimero D. ADAMTS13: A Desintegrin And Metalloprotease with eight Thrombospondin-1-like-member
13.
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6 DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

6.1 Caracteristicas clinicas dos pacientes transplantados renais

No presente estudo foram avaliados 160 pacientes submetidos ao transplante
de rim, com funcao renal estavel, sendo 103 pacientes (64,4%) do sexo masculino e
57 (35,6%) do sexo feminino (Tabela 1). A maior porcentagem de individuos do sexo
masculino esta de acordo com outros estudos realizados no Brasil, que detectaram
maior porcentagem de homens com DRC, em hemodidlise ou transplantados
(CASTRO et al.,, 2003; OLIVEIRA et al., 2005). Dado semelhante foi obtido na
populacdo americana, em 2005, sugerindo que as mulheres possuem uma chance
menor de perda da fun¢do renal e menor necessidade de hemodialise e transplante,
quando comparadas aos homens (JINDAL et al., 2005).

Em concordancia, a Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN) relatou
predominio de pacientes do sexo masculino em tratamento dialitico no Brasil
(57,3%), no ano de 2011. Alguns fatores poderiam justificar a maior frequéncia da
doenca renal e consequentemente do transplante nos homens, como a massa
muscular, o tamanho dos rins, a hemodinamica glomerular, os efeitos dos horménios
sexuais androgénicos e a dieta com maior contetudo proteico (GANDOLFO et al.,
2004; SILBIGER; NEUGARTEN, 2008). Sonoda et al. (2011) associaram o
desenvolvimento da DRC aos niveis plasmaticos de acido urico, que sao mais
elevados nos homens, devido a maior sintese enddgena e a influéncia da dieta.
Estes pesquisadores concluiram que os niveis de acido urico constituem um preditor
independente para o desenvolvimento da DRC, embora ndo seja o critério mais
importante. Contrariamente aos dados encontrados em relagdo ao sexo, Ferreira et
al. (2011), em um estudo conduzido em S&o Paulo, de seguimento de pacientes
transplantados renais, por 10 anos, relataram que 53% dos pacientes eram do sexo
feminino.

Tem sido observado que embora a frequéncia da DRC e a necessidade de
transplante sejam maiores entre os homens, esses sobrevivem por mais tempo que
as mulheres (CARRERO, 2010). Diversas hipbteses tém sido aventadas para
explicar este fato. Sabe-se que os determinantes sociais e psicossociais sdo mais
importantes para a saude das mulheres, e 0s comportamentais sdo mais
importantes para a saude dos homens (BARRETO & FIGUEIREDO, 2009). O efeito
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psicologico parece contribuir para o pior defecho nas mulheres em relacao a DRC.
Lopes et al. (2007) avaliaram a qualidade de vida de mulheres em tratamento
hemodialitico crénico, por meio de instrumento especifico KDQOL-SF (Kidney
Disease Quality of Life Short Form), e concluiram que essas apresentavam escore
de qualidade de vida menor que dos homens. Além disso, 0 maior cuidado recebido
pelos homens com DRC e transplantados, por mulheres do seu circulo familiar,
incluindo atengéo a dieta, adesdo ao tratamento, dentre outros fatores, refletiria na
maior sobrevida desses. Ao contrario,b a DRC nas mulheres, embora menos
frequente, usualmente resulta na morte em um periodo menor de tempo, muitas
vezes antes da realizagdo do transplante, o que esta associado a maior incidéncia
de anemia, desnutricdo, menopausa e obesidade entre as pacientes do sexo
feminino (BASTOS, 2005; BASTOS, 2011).

A comparacéo das idades dos pacientes transplantados renais ndo mostrou
diferencas entre os homens e as mulheres (Tabela 1). A quase totalidade dos
pacientes, 155 (96,9%), tinha idade compreendida entre 19 e 64 anos e apenas
cinco (3,1%) tinham mais de 65 anos. Em concordancia, a SBN (2011) relatou que
66,9% dos pacientes com DRC, no Brasil, estavam na faixa etaria entre 19 e 64
anos e eram candidatos ao transplante renal. A mediana das idades (42 anos) obtida
para a populacao total do presente estudo também esta de acordo com o estudo de
Ferreira et al. (2011), que obteve mediana das idades igual a 41,9 anos.

Cumpre ressaltar que apenas dois pacientes (1,25%) realizaram o transplante
renal apds os 65 anos de idade, sendo um com 66 e 0 outro com 67 anos. Sabe-se
que tanto a idade avancada do receptor do transplante, quanto a idade do doador
sdo consideradas fatores de risco para a menor sobrevida do enxerto (GALLIFORD;
GAME, 2009). Alteragbes anatbmicas e fisiologicas podem ocorrer nos rins,
decorrentes do processo de envelhecimento e, por este motivo, a idade é
considerada um fator de risco independente para o desenvolvimento da DRC e para
as complicagbes pos-transplante (KUSUMOTA et al., 2004; GRAVES, 2008). Sabe-
se, ainda, que é frequente a ocorréncia de complicagcdes cardiovasculares poés-
transplante renal em pacientes mais velhos, particularmente aquelas decorrentes da
doenca arterial coronariana. Dessa forma, quanto mais cedo o transplante renal for
realizado, maior sera a probabilidade de sobrevida, tanto do enxerto, quanto do
paciente (GOWDAK et al, 2005).
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O indice de massa corporal (IMC) dos pacientes transplantados renais
incluidos neste estudo ndo diferiu entre os homens (25,0 Kg/m?) e as mulheres
(24,1Kg/m?) como mostra a tabela 1. Em concordancia, Gowdak et al. 2005
encontraram IMC=26+4 Kg/m? em candidatos ao transplante renal. A manutencao
do peso, pré e poés-transplante, € uma condigédo clinica desejavel, uma vez que o
ganho de peso e a obesidade (IMC=30) estao associados ao aumento do risco de
ocorréncia de eventos cardiovasculares precoces, dislipidemia, hipertensdo e
diabetes mellitus pés-transplante (GOWDAK et al, 2005).

Em relacdo as causas primarias que levaram a DRC nos pacientes avaliados
neste estudo, a nefroesclerose hipertensiva respondeu por 23,8% das causas,
seguida pela nefropatia diabética (11,3%) e pelas glomerulopatias crénicas (10,6%),
totalizando 45,7% (Tabela 1). A maioria dos pacientes, entretanto, possuia outras
causas, etiologia indefinida para a DRC ou dado nao informado (54,3%). Em
concordancia com os dados do presente estudo, a SBN revelou que no Brasil, em
2011, as principais doencas reportadas como causas da DRC foram hipertensao
arterial (35,1%), diabetes mellitus (28,4%) e glomerulonefrite crénica (11,4%). De
modo similar, Ferreira et al. (2011), em um estudo avaliando pacientes
transplantados em Sao Paulo, relataram que as principais causas primarias da DRC
também foram a glomerulonefrite crénica (41,5%), seguida pela hipertensao arterial
(14%) e pelo diabetes mellitus (8%).

A hipertensdo arterial constitui uma comorbidade importante no pos-
transplante. Sabe-se que a hipertensdo arterial ndo controlada pode induzir a
hipertrofia ventricular esquerda, insuficiéncia cardiaca e morte prematura do
paciente, além de promover a deterioragdo da funcdo do enxerto, estenose da
artéria renal e redugdo do numero de néfrons ativos, reduzindo também a sobrevida
do enxerto e do paciente (BENZ et al., 2011).

Acredita-se que o transplante renal realizado com doador vivo melhora, em
parte, as complicagdes decorrentes da hipertensdo arterial. Por outro lado, o rim
oriundo de doador falecido, a fungdo retardada do enxerto, o aumento do peso
corporal e a terapia imunossupressora com inibidores de calcineurina e
corticoesteroides sédo condicbes associadas ao desenvolvimento da hipertenséao
arterial pos-transplante (KEW & CURTIS, 2000; BASIC-JUKIC et al., 2007; BENZ et
al., 2011).
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Neipp, Jackobs & Klempnauer (2009) relataram que a nefropatia diabética
pré-transplante, bem como o desenvolvimento do diabetes mellitus pés-transplante
sao fatores de risco independentes para a disfuncdo tardia do enxerto e estao
associadas ao aumento da morbidade e mortalidade cardiovascular em pacientes
transplantados renais. O desenvolvimento do diabetes mellitus no periodo pés-
transplante renal esta associado ao uso de imussupressores, como corticoides e
tacrolimus, ao aumento do IMC e a idade e sua incidéncia pode variar entre 2 e 54%
(JOSS et al., 2007).

No presente estudo, 11,3% dos pacientes tinham nefropatia diabética como
causa primaria da DRC e 2,5% dos pacientes desenvolveram diabetes pds-
transplante. A nefropatia diabética foi significativamente mais frequente em homens
que em mulheres. No entanto, € possivel que estes dados estejam subestimados,
uma vez que alguns pacientes tinham hiperglicemia, detectada nos exames de
glicemia em jejum, mas ndo estavam relatados como diabéticos em seus
prontuarios. Além disso, muitos dados sobre a causa primaria da DRC nao estavam
disponiveis nos prontudrios avaliados.

O tempo médio de hemodialise pré-transplante foi de 15 meses para a
populacdo total do estudo, sendo significativamente maior para os homens (20
meses) que para as mulheres (12 meses), como mostra a Tabela 1. Este dado
mostra que as mulheres sao submetidas ao transplante mais precocemente, 0 que
corrobora com a premissa de que as mulheres com DRC resistem menos ao
processo de hemodidlise.

O tempo de hemodialise depende do tempo de espera pelo transplante renal
que, por sua vez, estd associado a disponibilidade e origem do rim transplantado e a
sobrevida do 6rgéo apos o transplante. Em geral, os pacientes que recebem o rim de
doadores vivos permanecem um tempo menor em didlise, que aqueles que recebem
o rim de doadores falecidos. Provavelmente isto se deve ao fato de que no primeiro
caso, um doador com compatibilidade HLA é encontrado entre as pessoas do circulo
familiar do doente. Por outro lado, os que n&o encontram um doador vivo compativel
esperam por muito tempo pelo rim de doador falecido ou doador vivo nao
aparentado. Um estudo recente, realizado na Noruega, encontrou correlagdo
negativa entre o tempo de hemodialise realizada antes do transplante e a sobrevida
do paciente pés-transplante, sugerindo que quanto menor é a espera pelo

transplante, maior é a chance de sucesso do mesmo (HELDAL et al., 2011). De



102

fato, o tempo maior em dialise e, consequentemente, as comorbidades associadas
ao tratamento dialitico podem comprometer a sobrevida do enxerto, a longo prazo.
As principais causas associadas a perda do enxerto sdo, nesse caso, a inflamacao e
a permanéncia da anemia pés-transplante. Acredita-se que quanto mais cedo o
transplante renal seja realizado, maior sera a sobrevida dos pacientes nefropatas. A
realizagdo do transplante preemptivo, antes mesmo da necessidade de didlise,
melhora significativamente a sobrevida do enxerto e diminui o risco de rejeicao
cronica (DAVIS, 2010).

No presente estudo, 40% dos pacientes possuiam resultados negativos para
PRA pré-transplante, 45,6% néao tinham o resultado disponivel, 6,3% nao realizaram
esse exame e apenas 8,1% dos pacientes tinham resultado positivo. A avaliagcao da
presencga de anticorpos contra um painel de células (PRA) ou antigenos HLA € uma
forma rotineira de investigar a sensibilizacdo prévia aos antigenos HLA. Os
resultados informam o grau de imunizagao dos pacientes candidatos ao transplante
renal e sdo expressos em percentual (TORESAN, 2007).

As causas mais comuns de sensibilizacdo pré-transplante aos antigenos HLA
sao as transfusbes sanguineas, gestacdes e transplantes prévios. Mesmo com a
prova cruzada negativa, os pacientes com PRA pré-transplante positivo possuem
risco aumentado de rejeicdo, o que pode ser explicado pela ativacdo do sistema
imune do receptor ou pela presenca de anticorpos especificos do doador. A
producado de anticorpos anti-HLA pelo receptor, apdés o transplante, também esta
associada a maior incidéncia e gravidade dos episédios de rejeicdo aguda, a curto
prazo, e a menor sobrevida do enxerto, a longo prazo (KAUFMAN et al., 2005;
TORESAN, 2007). Ferreira et al. (2011) relataram que o PRA pré-transplante
positivo constituiu um fator de risco independente, trés vezes maior, associado a
perda do enxerto. Dessa forma, a pesquisa de PRA pré e pds-transplante constitui
um parametro importante para monitorar a estabilidade do paciente transplantado e
verificar a ocorréncia de disfungéo tardia do enxerto.

Cumpre ressaltar que no presente estudo ndo foram encontradas diferencas
entre as frequéncias de PRA positivo entre homens (10,7%) e mulheres (3,6%). No
entanto, 53,4% dos homens e 31,6% das mulheres ndo tinham resultado do PRA
pré-transplante disponivel em seus prontuarios, o que comprometeu a analise

comparativa deste parametro.
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Em relagcdo a terapia imunossupressora utilizada pelos pacientes incluidos
neste estudo, os inibidores de calcineurina (tacrolimus ou ciclosporina), combinados
com um antiproliferativo (MMF) e prednisona foram os mais comuns. Poucos
pacientes (5%) utilizavam um inibidor da mTOR (sirolimus ou everolimus), 53,8%
utilizavam tacrolimus e 30,6% utilizavam ciclosporina em terapias triplas (Tabela 1).
Ferreira et al. (2011) revelaram que a imunossupressdao por esquema triplo de
drogas também foi mais frequente, sendo que 4% dos pacientes utilizavam sirolimus,
61,5% utilizavam tacrolimus e 38,5% utilizavam ciclosporina. De forma similar, um
estudo conduzido nos Estados Unidos também revelou que o esquema triplo
(tacrolimus, micofenolato mofetil e prednisona) foi o mais frequente entre os
transplantados renais (BADOWSKI et al., 2009).

Além da terapia imunossupressora, 59,2% dos homens e 50,9% das mulheres
utilizavam algum tipo de hipotensor, o que estd de acordo com os dados
encontrados para a causa primaria mais frequente da DRC nos pacientes
transplantados, a nefroesclerose hipertensiva. Um percentual similar de homens e
mulheres utilizava acido acetilsalicilico, estatinas/fibratos,
suplementos/polivitaminicos e insulina/hipoglicemiantes orais. Um percentual maior
de mulheres (19,3%) fazia uso de ansioliticos/antidepressivos, comparando-se aos
homens (10,7%), o que provavelmente reflete o impacto psicossocial da DRC e do
transplante renal em mulheres (BARRETO & FIGUEIREDO, 2009).

6.2 Avaliacao dos parametros inflamatérios nos pacientes transplantados
renais de acordo com os niveis plasmaticos de creatinina

A creatinina plasmética € frequentemente utilizada para estimar a fungao
renal nos laboratérios clinicos. Este exame é rotineiramente solicitado no pos-
transplante renal para monitorar os pacientes e detectar precocemente a existéncia
de rejeicdo ao 6rgao transplantado. No entanto, Jung et al. (2012) alertaram que, em
geral, ndo se detecta a disfuncado renal até que os niveis plasmaticos de creatinina
estejam bastante aumentados, o que falharia na prevencado da perda precoce do
enxerto.

Fischreder & Schopeel, 2009 admitiram que o transplante renal constitui uma

intervencdo clinica capaz de desencadear uma resposta inflamatéria e,
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consequentemente, resultar em aumento da sintese de citocinas nos pacientes
transplantados.

No presente estudo, a comparacao dos niveis de citocinas pro-inflamatérias e
reguladoras nos trés subgrupos de pacientes (C1:creatinina <1,4mg/dL; C2:1,4 a
2,0mg/dL e C3:>2,0mg/dL) nao revelou diferencas. No entanto, houve uma
tendéncia a elevagéao dos niveis de IL-6 no subgrupo C3 em relacdo ao C1 (Figura
8).

Estudos sugerem que a IL-6 possa ser um marcador inflamatoério sensivel
para monitorar o pés-transplante renal. Dahle et al. (2011) sugeriram que a IL-6 €
um marcador de alta sensibilidade para detectar precocemente a perda da fung¢ao
renal do enxerto, principalmente ao longo dos anos. Estes investigadores relataram
também que quando os niveis plasmaticos de creatinina elevam ao dobro, os niveis
de IL-6 tendem a elevar na mesma proporcao. Sabe-se, também, que a diminuicao
do ritmo de filtragdo renal pode afetar os niveis de moléculas inflamatorias, pois
tanto a IL-6, quanto a proteina C reativa (PCR) estdo inversamente associadas a
depuracao de creatinina. Dessa forma, o declinio da fungao renal contribuiria para
diminuir a depuracado de substancias pro-inflamatérias, que estao direta (pela alta
producao) ou indiretamente (pela retencao renal) envolvidas na inflamacdo e na
disfuncdo de células endoteliais encontradas em pacientes transplantados
(ZBROCH et al., 2012).

Reinhold et al. (2012), revelaram niveis urindrios elevados de IL-6 em
pacientes com rejeicao aguda a curto prazo apds o transplante (duas semanas),
assim como em pacientes que apresentaram rejeicao cerca de 2 a 3 meses apoés o
transplante. Estes investigadores propuseram que a IL-6 possui um bom valor
preditivo positivo e poderia constituir uma ferramenta importante para o
diagnostico/monitoragdo do enxerto, se relacionada aos niveis plasmaticos
crescentes de creatinina, especialmente a curto prazo. Diante desses relatos, é
possivel inferir que o valor de p boderline da significancia estatistica (p=0,058)
obtido, no presente estudo, para os niveis de IL-6 no subgrupo C3
(creatinina>2,0mg/dL) em relacdo ao C1 (creatinina<1,4mg/dL) seja devido ao baixo
poder amostral.

Considerando a ndo observacao de diferenca nos niveis plasmaticos de
citocinas, apesar da alteracdo dos niveis creatinina, uma nova estratégia de analise

das citocinas nos pacientes transplantados renais foi feita, incluindo o estudo das
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médias moveis de cada citocina (Figura 9), a determinacdo de pacientes altos e
baixos produtores de citocinas (considerando a média global das citocinas como cut
off - Figura 10), bem como a construcdo do diagrama de frequéncia (Figura 11), o
que permitiu a definicdo das assinaturas de citocinas (Figuras 12 e 13).

A analise por assinatura de citocinas € um método qualitativo, observacional,
nao estatistico e ndao ortodoxo. Analises por assinatura vém sendo cada vez mais
utilizadas para interpretar resultados de parametros laboratoriais, para os quais nao
€ possivel estabelecer uma faixa de referéncia ou que tém producado localizada e
estdo sendo avaliados sistemicamente, como as citocinas (FREITAS-TEIXEIRA et
al., 2012; GOMES et al., 2012; DE ALMEIDA et al., 2012; PECK & NGUYEN, 2012;
STAUB, 2012). Assinatura de citocinas tem sido muito utilizada, também, para
descrever o perfil de expressdo ou de frequéncia de genes ou micro RNA na
populacao em geral, bem como em condicdes patoloégicas especificas (LENG et al.,
2012; BEDOLLA et al., 2012; ESCHRICH et al., 2012). E ainda utilizada para
descrever o perfil de alteragcdes metabdlicas (CARO et al., 2012).

No presente estudo, a analise da média mével de citocinas, em fungédo dos
niveis plasmaticos de creatinina, revelou um predominio de citocinas reguladoras,
principalmente IL-4 e IL-5, em pacientes com concentragdes mais baixas de
creatinina (<1,6mg/dL), enquanto que niveis mais elevados da citocina pro-
inflamatoria IL-8 foram associados com a elevacao concomitante da concentracao
plasmatica de creatinina, como mostra a figura 9. De fato, a anélise de frequéncia de
pacientes baixos e altos produtores de citocinas revelou que nos subgrupos C2
(creatinina entre 1,4 e 2,0mg/dL) e C83 (creatinina >2,0mg/dL) havia uma maior
frequéncia de elevagéo de citocinas pré-inflamatérias, embora os pacientes do C3
também apresentassem elevagdes de IL-4, IL-5 e IL-10, como mostra a figura 11.

O subgrupo C3 apresentou um perfil equilibrado de citocinas pré-inflamatorias
e reguladoras, 0 que permite inferir uma possivel ativagdo da producao de citocinas
reguladoras, quando as concentragbes de creatinina estdo elevadas (>2,0mg/dL),
sugerindo um papel antagonista dessas as citocinas pré-inflamatérias. No entanto, a
andlise multivariada, que sera discutida no item 6.6, revelou que nenhuma citocina
manteve-se associada, de forma independente, a fungdo renal, 0 que sugere o
carater multifatorial da condicao clinica pos-transplante. Reinhold et al. (2012) e
Newell; Phippard & Turka (2011) admitiram que a relagdo entre o0s niveis

plasmaticos de citocinas e de creatinina no pdés-transplante renal ainda nao esta
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totalmente esclarecida, mas acreditam que o0 processo imunorregulador favoreca a
aceitagdo do enxerto, com reducdo dos niveis plasmaticos de citocinas proé-

inflamatoérias.

6.3 Avaliacao dos parametros hemostaticos nos pacientes transplantados
renais de acordo com os niveis plasmaticos de creatinina

As alteragcdes hemostaticas que ocorrem apds o transplante renal ainda nao
séo totalmente conhecidas. A ativacdo da coagulagdo sanguinea, a supressao do
sistema fibrinolitico, o desenvolvimento da aterosclerose e da hipertensao arterial
tem sido descritos em pacientes transplantados renais (HRYSZKO et al., 2001;
MALYSZKO et al., 2006a).

A avaliacdo da hemostasia nos pacientes transplantados renais incluiu a
determinagao dos niveis plasmaticos de quatro marcadores, D-Di, TM, ADAMTS13 e
FvW. Os resultados revelaram um aumento significativo de D-Di no subgrupo C3
(creatinina >2,0mg/dL) quando comparado ao C1 (creatinina <1,4mg/dL). Além
disso, foi observada uma tendéncia a elevacdo de D-Di nos subgrupos, sendo
C1<C2<C3, o que sugere que a disfuncao renal, associada a elevacao de creatinina,
por si sO, poderia favorecer o estado pré-trombético.

Pawlicki et al. (2007) relataram um aumento significativo de D-Di nos dias 7 e
14 poés-transplante, comparando-se com 0s niveis antes do transplante. De forma
semelhante, Levitsky et al. (2009) relataram um aumento dos niveis plasmaticos de
D-Di no grupo de pacientes transplantados renais em relagdo ao pré-transplante,
principalmente no poés-transplante imediato, mas que regrediu com a estabiliza¢do
da funcdo renal e dos niveis plasmaticos de creatinina. Estes pesquisadores
também afirmaram que a coagulagdo pode permanecer ativada em pacientes
transplantados, principalmente devido a inflamagdo. Um levantamento da literatura,
entretanto, revelou poucos estudos associando a funcgao renal, os niveis plasmaticos
de creatinina e o0s niveis plasmaticos de D-Di, bem como outros marcadores
hemostaticos (AKIYAMA et al., 1991; FIORINA et al., 2003; RAMPINO et al., 2004;
PAWLICKI et al., 2011; DUBIN et al., 2011)

A quebra do coagulo de fibrina pela plasmina resulta em varios fragmentos
relativamente estaveis e o menor desses é o D-Di. Este fragmento é resistente a

degradacao de plasmina e o aumento dos seus niveis plasmaticos reflete tanto a



107

polimerizacdo, quanto a degradacédo da fibrina (TRIPODI, 2011). A elevagao dos
niveis plasmaticos de D-Di também pode ser consequente a diminuicdo do seu
clearance urinario, pois 0 D-Di possui peso molecular elevado e, portanto, ndo é
perdido na urina em sua forma intacta (AKIYAMA et al., 1991; DUBIN et al., 2011).
Akiyama et al. (1991) propuseram que a deteccao de fragmentos de D-Di na urina
pode ser utilizada como um método auxiliar da reversibilidade da rejeicao aguda em
pacientes transplantados renais e que quanto maior for o clearence desses
fragmentos, maior sera a chance de recuperacao da funcao renal.

Sabe-se que as doengas microvasculares, frequentemente associadas a DRC
e ao transplante renal, podem resultar na formacdo aumentada de fibrina e,
consequentemente, na elevagdo dos niveis plasmaticos de D-Di e, nesse caso, 0
aumento de D-Di ndo seria nem causa nem efeito da diminuicdo da fungéo renal.
Considerando que, no presente estudo, as frequéncias de nefroesclerose
hipertensiva e nefropatia diabética foram maiores nos pacientes do subgrupo C3
(C3=55% > ($2=46,6% > C$1=41,8%), pode-se inferir que as doencas
microvasculares pré-existentes nos pacientes transplantados renais, associadas a
hipertensao e ao diabetes, possam ter também contribuido para o aumento de D-Di
no subgrupo C3.

Com relagdo a TM, embora ndo tenha sido observada diferenca entre as
medianas dos subgrupos (C1=6,12; C2=6,76 e C3=7,02ng/mL) essas estavam
acima do intervalo de referéncia (4,00 a 5,35ng/mL). A TM € um marcador de lesao
endotelial e esta presente nas células endoteliais de todo o territério vascular, exceto
na microcirculagdo do cérebro (WALKER, FAY; 1992). A avaliacdo da lesao
endotelial em transplantados renais e em outras condigdes clinicas é bastante
complexa, devido a natureza multipla da mesma. Em concordancia com os
resultados do presente estudo, um aumento de TM apéds o transplante renal foi
relatado previamente por diversos pesquisadores (MALYSZKO et al.,, 2003;
MALYSZKO et al.,, 2006; MALYSZKO et al., 2008; HRYSZKO et al., 2001;
KAVANAGH & GOODSHIP, 2010; ZBROCH et al., 2012).

Sabe-se que a TM tem um papel essencial na via da proteina C, um
anticoagulante natural que constitui um elo importante entre a coagulacado e a
inflamacéao. Além da célula endotelial, células do musculo liso, plaquetas, mondcitos

e cardiomiocitos também expressam TM. Recentemente a TM foi encontrada em
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células tumorais, sugerindo que sua funcado biolégica ndo esta restrita apenas a
anticoagulagao natural (HENG LI et al., 2012).

No presente estudo, as medianas de ADAMTS13 néo diferiram nos trés
subgrupos (C1=544,3; C2=547,6 e C3=576,3ng/mL), no entanto, estavam abaixo do
intervalo de referéncia (630 a 860ng/mL). A enzima ADAMTS13 normalmente circula
no plasma e tem peso molecular elevado, de aproximadamente 150-190kDa.
Recentemente, Manea et al., 2010 detectaram RNA mensageiro de ADAMTS13 no
rim, especialmente nas células endoteliais glomerulares, células endoteliais
tubulares, podécitos e membrana glomerular. Embora a sintese de ADAMTS13
tenha sido primeiramente descrita no figado (UEMURA et al., 2005), essa também
foi detectada nas plaquetas (SUZUKI et al., 2004) e posteriormente nas células
endoteliais (SHANG et al., 2006).

A ADAMTS13 foi identificada na urina de pacientes com leséo tubular, mas
ndo na urina de individuos saudaveis. Além disso, foi detectada difusamente no
cortex renal e tubulos do tecido renal normal e seu acumulo foi visto, por
imunohistoquimica, em células apicais do tecido renal de pacientes com lesao
tubular. Foi demonstrado que as células tubulares sintetizam ADAMTS13
biologicamente ativa. Em fungdo do peso molecular elevado, ndo é esperado que
ADAMTS13 seja filtrada para a urina em individuos com glomérulo saudavel. A
presenca de ADAMTS13 na urina de pacientes com lesao tubular sugere que essa
enzima tenha origem nas células tubulares que a secretam ou que seja proveniente
da lesdo glomerular extensa, permitindo a passagem de macromoléculas (MANEA et
al., 2010).

As médias de FVW para os trés subgrupos (C1=796,0; C2=757,9
C3=770,2mU/mL) estavam dentro do intervalo de referéncia (683,0 a 1012,0mU/mL).
Como a mediana de ADAMTS13, avaliada nos pacientes deste estudo, estava
abaixo da faixa de referéncia e de TM acima (sugerindo lesdo endotelial), seria
esperado um aumento da média de FvW, uma vez que esse fator € sintetizado pelas
células endoteliais e € clivado pela ADAMTS13. No entanto, este aumento nao foi
obtido. Lu et al., 2008 relataram que o tratamento com corticoesteroides ou
micofenolato mofetil reduziu os niveis de FYW em pacientes com nefrite lUpica,
sugerindo que esses imunossupressores melhoram a funcédo endotelial. No presente
estudo, todos os pacientes utilizavam pelo um desses medicamentos, o que pode ter

contribuido para manutencao da média de FVYW dentro do intervalo de referéncia. A
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obtencdo de mediana de TM acima da faixa de referéncia (apesar da melhora da
funcédo endotelial admitida com o uso de corticoesteroides ou micofenolato mofetil)
poderia ser explicada pelo uso concomitante de ciclosporina pelos pacientes, uma
vez que foi demonstrado em cultura de células, uma elevagdo dos niveis de TM
soluvel apds a adigéo de ciclosporina ao meio (SEKI et al., 2005).

Contrariamente aos resultados obtidos no presente estudo, um aumento dos
niveis de FYW em pacientes transplantados renais com funcdo estavel, associado a
piora da fungao renal foi anteriormente relatado (MALYSZKO et al., 2008; ZBROCH
et al., 2012). Cumpre ressaltar que ambos estudos incluiram um numero maior de
pacientes hipertensos que no presente estudo, o que poderia explicar a divergéncia
com relag&o aos niveis de FYW.

Quatro pacientes incluidos no presente estudo tiveram os niveis de FVYW e
ADAMTS13 determinados também antes do transplante renal. Os niveis de
ADAMTS13 aumentaram ap6s o transplante em todos os casos (386 para 757; 391
para 534; 277 para 679 e 185 para 450ng/mL), enquanto os niveis de FvW
reduziram em dois casos (1032 para 779 e 1510 para 592mU/mL) e elevaram em
dois casos (613 para 794 e 519 para 892Um/mL) (RIOS et al., 2011).

Uma revisao da literatura revelou que poucos estudos avaliaram os niveis de
ADAMTS13 e de FYW em pacientes transplantados renais. Lu et al. (2008) relataram
que a atividade da ADAMTS13 néo foi diferente antes do transplante ou uma e duas
semanas apo0s. Estes pesquisadores sugeriram que os niveis de ADAMTS13
deveriam ser investigados ao longo do tempo poés-transplante para esclarecer a
participacdo dessa enzima na aceitacdo ou rejeicao ao enxerto.

6.4 Avaliacao dos parametros inflamatérios nos pacientes transplantados
renais em funcao do tempo pos-transplante

A analise do perfil de citocinas de 120 pacientes transplantados renais
distribuidos em quatro subgrupos, de acordo com o tempo pés-transplante renal
(T1=1-24 meses, T2=25-60 meses, T3=61-120 meses e T4=>120 meses) revelou
que no subgrupo T1 houve um predominio de citocinas reguladoras, enquanto no
subgrupo 4, prevaleceram as citocinas pro-inflamatérias (Figura 15). Cumpre
ressaltar que dos 39 pacientes integrantes do subgrupo T4, apenas sete tinham

mais de 180 meses pos-transplante.
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A comparacdo estatistica dos niveis de citocinas nos quatro subgrupos
revelou um aumento significativo de IL-5 no T1, o que sugere que essa citocina pode
constituir um biomarcador da regulagao imunolégica na fungao renal pds-transplante
a curto prazo (Figura 19). Embora o envolvimento de IL-5 e outras citocinas
reguladoras no mecanismo de tolerdncia imunoldgica ndo esteja totalmente
esclarecido, admite-se que niveis elevados de IL-5 no poés-transplante recente,
principalmente no primeiro ano, refletem a terapia imunossupressora de indugéo da
tolerancia, que é utilizada especialmente nesse periodo (KAWAI & COSIMI, 2010).

A tolerancia ao transplante é considerada uma adaptacao do sistema imune
do receptor ao reconhecimento de aloantigenos do doador, com controle da auto
reatividade. A inducéo da tolerancia imunoldgica constitui uma das metas principais
para o sucesso dos transplantes (SAKAGUCHI, WING, YAMAGUCHI, 2009; KAWAI
& COSIMI, 2010). O mecanismo de desenvolvimento da tolerancia imunolégica
depende, em parte, da terapia imunossupressora, mas também é mediado pela
resposta imune celular e pela atividade das citocinas. O equilibrio entre citocinas
reguladoras e pro-inflamatérias desempenha um papel crucial no controle da
tolerancia (PLAIN et al., 2007). Diversos estudos relataram que ap6s o transplante
renal, alteragdes no perfil sistémico de citocinas sdo observadas nas primeiras 6-24
horas apo6s a cirurgia e sdo determinantes da resposta imune para a rejeicao ou
tolerancia ao enxerto (MANZANO et al., 2005; KARCZEWSKI et al., 2009; PARK et
al., 2010).

As citocinas pro-inflamatérias, como a IL-2 e a IL-15, medeiam o processo de
rejeicdo, enquanto as citocinas reguladoras, como o TGF-f e a IL-10 participam dos
mecanismos de tolerancia imunoldgica. Este equilibrio € fundamental para a falha ou
sucesso do enxerto renal, principalmente no primeiro ano péds-transplante
(MANZANO et al., 2005; KARCZEWSKI et al., 2009; PEREIRA et al., 2009).

No presente estudo, ndo houve predominio de citocinas pré-inflamatérias no
subgrupo T1 (1-24 meses pos-transplante). Em concordancia, dois estudos
detectaram apenas um grau leve de inflamagao e uma fibrose intersticial discreta no
enxerto foram observados na analise histologica de bidpsias protocolares, nos dois
primeiros anos poés-transplante bem sucedido (COTTONE et al., 2007; PARK et al.,
2010).

Uma tendéncia discreta ao aumento de TNF-a foi observada no subgrupo T2

(25-60 meses poés-transplante). Apds dois anos da realizagéo do transplante, a dose



111

de imunossupressores € usualmente reduzida, o que justificaria a diminuicdo de
citocinas reguladoras e a mudanca para um perfil pré-inflamatério. Cottone et al.,
2007 avaliaram os niveis plasmaticos de TNF-a de pacientes com 5+3 anos poés-
transplante renal e revelaram niveis mais elevados dessa citocina, comparando-se
aos controles. No subgrupo T3 (61-120 meses poés-transplante) ndo foram
observadas tendéncias a elevagdo de nenhuma das citocina avaliadas. No entanto,
no subgrupo T4 (>120 meses pods-transplante), foi obtida uma tendéncia a elevagao
das citocinas pré-inflamatérias (IL-8, IL-6, IL1p3, TNF-o IL-12).

Os niveis plasmaticos de IL-12 foram significativamente maiores no subgrupo
T4 em relagdo ao T1 (Figura 19). As alteracbes no protocolo de tratamento
imunossupressor poderiam justificar os resultados obtidos, pois sabe-se que as
drogas imunossupressoras tanto podem estimular a produgéo direta de IL-12 (por
mecanismos nefrotdxicos), quanto diminuir a producao de seus supressores. Outra
provavel explicacdo para a elevac¢ao dos niveis de IL-12 no T4 é o desenvolvimento
de inflamagcao e fibrose intersticial a longo prazo. E esperado que a partir de cinco
anos apds o transplante a maioria dos pacientes apresente algum grau de
inflamacéao e fibrose. No entanto, o grau da glomerulopatia € bastante variavel em
cada paciente e as alteracoes especificas sé poderiam ser detectadas por bidpsia
protocolares e analise histolégica do tecido renal (COSIO et al., 2005; PARK et al.,
2010).

Daniel et al., 2005 propuseram que a dose do imunossupressor poderia afetar
diretamente o equilibrio entre as citocinas reguladoras e pro-inflamatérias, com baixa
regulacao das primeiras e predominio das segundas, por exemplo, reducao de IL-10
e aumento de IL-12 a longo prazo pés-transplante. No entanto, no presente estudo,
nao foram encontradas diferencas para os niveis plasmaticos de IL-10 comparando-
se 0s quatro subgrupos avaliados.

Estudos recentes tém demonstrado que a regulacdo negativa de citocinas
pro-inflamatérias, como a IL-12, esta associada com a tolerancia imunolégica ao
enxerto renal a curto e longo prazo. Por outro lado, o aumento de citocinas proé-
inflamatorias pode estar associado a diminuicdo da funcao renal ou disfuncao tardia
do enxerto, especialmente a longo prazo (PLAIN et al., 2007; VUILLEFROY DE
SILLY et al., 2012).

Diversos estudos ja foram conduzidos no sentido de avaliar os niveis

plasmaticos de citocinas a curto prazo pos-transplante (DILLER et al., 2003; COSIO



112

et al., 2005; DANIEL et al., 2005; JIMENEZ et al., 2005; KARCZEWSKI et al., 2008;
KARCKZEWSKI et al., 2009; PARK et al., 2010). No entanto, poucos estudos foram
encontrados avaliando o perfil de citocinas por um longo periodo (5 anos) apo6s o
transplante renal (DANIEL et al., 2005; ABEDINI et al., 2009; DE SERRES et al.,
2011). Certamente, a compreensao da resposta imune a curto e a longo prazo apo6s
o transplante renal ira fornecer subsidios para esclarecer os mecanismos de
tolerancia imunolégica e o processo de rejeicao ao enxerto.

No presente estudo, a andlise comparativa das assinaturas de citocinas
revelou que no curto prazo pés-transplante (subgrupo T1) houve uma frequéncia
maior de pacientes com niveis elevados de IL-4, IL-5 e IL-10, enquanto no prazo
intermediario (subgrupo T3), houve maior frequéncia de pacientes com niveis
elevados de IL-8 e IL-10, mostrando um balango entre essas citocinas. E possivel
inferir que os pacientes com mais de cinco anos pés-transplante tenham alcangado
um certo equilibrio entre a resposta reguladora e inflamatoria. Entretanto é esperado
que este equilibrio seja reduzido com o envelhecimento do enxerto, associado
principalmente a producdo de anticorpos anti-HLA (CAl & TERASAKI, 2008). De
fato, a assinatura de citocinas a longo prazo (subgrupo T4) revelou um predominio
de citocinas pré-inflamatérias em mais de 50% dos pacientes avaliados.

Em um estudo recente, De Serres et al. (2011) demonstraram que a
glomerulopatia encontrada a longo prazo em pacientes transplantados renais (5-14
anos pés-transplante) estava associada a niveis plasmaticos mais elevados de
citocinas pré-inflamatérias, como IL-1p, IL-6 e TNF-o.. E importante salientar que a
longo prazo apos o transplante renal, além do envelhecimento do paciente e do
enxerto, ocorre, com frequéncia, um descuido com a terapia farmacoldgica e com as
restricdes impostas pela condicao de individuo transplantado. Isto se deve ao fato do
individuo sentir-se bem, com a fungao renal estavel por um longo periodo e essa
menor preocupacdo com os cuidados da saude poderia ativar a resposta

inflamatoéria em detrimento da reguladora.

6.5 Avaliacao dos parametros hemostaticos nos pacientes transplantados
renais em funcao do tempo pos-transplante

No presente estudo, ndo foram observadas diferengas significativas entre os
niveis dos parametros hemostaticos avaliados (D-Di, TM, FvW e ADAMTS13) nos
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subgrupos T1, T2, T3 e T4. No entanto, houve uma tendéncia a elevacao de D-Di no
subgrupo T4 (>120 meses pds-transplante) em relacao aos demais subgrupos.

Um levantamento dos estudos da literatura revelou que maioria desses avalia
os marcadores hemostaticos apenas a curto prazo apds o transplante renal. Um
estudo recente demonstrou a elevagdo dos niveis plasmaticos de D-Di no pds-
operatorio imediato (7 e 14 dias apds o transplante renal), o que é esperado no
periodo poés-cirurgico (PAWLICK et al., 2011). Levitsky et al., 2009 relataram que a
microangiopatia trombética, infeccao por citomegalovirus e outras complicagdes que
podem surgir no pos-transplante, estao associadas a elevagao de D-Di e a rejeicao
do enxerto.

Cumpre ressaltar que no presente estudo mais de 30% dos pacientes faziam
uso de ciclosporina e sabe-se que um dos efeitos indesejaveis desse
imunossupressor é sua potencial acao pro-trombética (IRISH, 2004; TURUNEN et
al., 2008; LEVITSKY et al., 2009). Ballow et al., 2007 relataram niveis
significativamente elevados de D-Di em pacientes sob hemodiélise e transplantados
renais. No entanto, estes pesquisadores sugeriram que as alteracdes hemostaticas

associadas a DRC podem ser corrigidas apés um transplante renal bem sucedido.

6.6 Analise uni e multivariada dos parametros inflamatérios, hemostaticos e
clinicos em funcao dos niveis plasmaticos de creatinina e do eRFG

Considerando as limitagbes da determinacdo da creatinina plasmatica para
avaliar a funcao renal, o eRFG calculado pela formula MDRD simplificada foi
também utilizado para as analise uni e multivariadas.

Sabe-se que os niveis de creatinina sdo diretamente proporcionais a massa
muscular, que varia de acordo com a idade, sexo e etnia e sao também alterados
nas condicoes que causam perda muscular. A creatinina é livremente filtrada pelo
glomérulo e ndo ¢é reabsorvida nem metabolizada pelo rim. Entretanto,
aproximadamente 10% a 40% da creatinina urinaria € proveniente da secrecao
tubular de cétions organicos no tubulo proximal, sendo mais significativa quanto
menor estiver a taxa de filtragdo glomerular. A quantidade secretada nao € constante
e depende do individuo e da concentracdo sérica de creatinina, dificultando
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sobremaneira a determinagdo de uma constante de secrecao (BURTIS; ASHWOOD
& BRUNS, 2008).

A analise univariada de regressdao multinomial revelou uma associagao
significativa entre os niveis de creatinina (>2mg/dL) e o tempo po6s-transplante e os
parametros hemostaticos (TM, D-Di). O sexo, a idade, as citocinas (IFN-y, IL-5 e IL-
10) e os parametros hemostaticos (ADAMTS13 e FvW), apresentaram p<0,20 e
foram incluidos na analise multivariada.

Apls o ajuste na analise de regressdo multinomial multivariada, apenas a
ADAMTS13 permaneceu associada positivamente aos niveis plasmaticos de
creatinina. No presente estudo, de fato a mediana de ADAMTS13 foi maior no
subgrupo C3 (creatinina>2,0mg/dL) em relagdo ao C1 (<1,4mg/dL) e C2 (1,4-
2,0mg/dL), sugerindo que no subgrupo C3 a capacidade de filtracdo renal possa
estar comprometida, o que poderia acarretar prejuizo ao clearance da ADAMTS13.

A analise univariada de regressao logistica mostrou uma associagdo entre
sexo e D-Di versus eRFG (p<0,05). Esta analise revelou, também, uma possivel
associacao entre tempo pos-transplante, tempo de hemodialise, IL-6, TM e
ADAMTS13 versus eRFG (p<0,20).

Na anadlise de regressao logistica multivariada, o sexo feminino, o subgrupo
T3 e o D-Di permaneceram associados independentemente ao eRFG. Os menores
valores de eRFG foram associados ao sexo feminino, ao subgrupo T3 e a elevagéao
de D-Di. De fato, o prognéstico das doencgas renais nas mulheres € pior que nos
homens (CARRERO, 2010). As evidéncias clinicas sugerem que o periodo de 5a 10
anos apods o transplante é crucial, pois a imunossupressdo € gradativamente
reduzida ao longo dos anos e, nos casos em que ha rejeicdo, essa ja esta
exacerbando. Dessa forma, os pacientes que ultrapassaram o periodo 10 anos apo6s
o transplante (subgrupo T4) sdo aqueles que aceitaram bem o enxerto e estdo numa
condicao imunolégica melhor que aqueles com 5 a 10 anos (subgrupo T3), o que
justificaria a associagdao do T3 ao comprometimento do eRFG. Até o quinto ano pos-
transplante, além da imunossupressao ser mais intensa, o processo de rejeicdo ao
enxerto, se iniciado, ainda esta em fase de instalacdo, o que ndo comprometeria o
eRFG. Os resultados deste estudo mostraram que os niveis de D-Di foram maiores
no subgrupo C3 em relacdo ao C1 (p=0,002) e houve uma tendéncia a elevacao
desse marcador nos subgrupos (C1<C2<C3), o que justifica a associagdo
encontrada com o eRFG.
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7 CONCLUSOES

O D-Di foi o marcador mais promissor para estimar a funcao renal, uma vez que foi
elevado no subgrupo com maiores niveis de creatinina e associado a reducao do
ritmo de filtragdo glomerular.

A regulacao da inflamagéao a curto prazo foi mediada principalmente pela IL-5.

A resposta pré-inflamatéria a longo prazo foi mediada principalmente pela IL-12.

A ADAMTS13 mostrou-se promissora para estimar a fungao renal.

O sexo feminino e o tempo pés-transplante “61 a 120 meses” foram associados ao
comprometimento do ritmo de filtragcdo glomerular.
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8 LIMITACOES DO ESTUDO

O desenho transversal do presente estudo pode oferecer restricbes para definir a
relagdo causal entre os achados imunoldgicos, hemostéticos e clinicos. Entretanto,
deve ser enfatizado que os estudos transversais sao relevantes para fornecer

informagdes e guiar a realizagdo de estudos prospectivos/longitudinais.

A selecdo de pacientes com fungdo renal estavel impossibilita, em parte, as
comparagdes das influéncias exercidas pelos marcadores inflamatérios e
hemostaticos no pds-transplante renal.

A proteindria ndo foi avaliada nos pacientes do presente estudo, pois muitos nao
realizaram o exame nas proximidades da coleta ou ndo possuiam o dado disponivel
em seus prontuarios. A analise da proteinuria seria interessante, pois a albumina é
uma proteina de baixo peso, normalmente filtrada e reabsorvida por células
tubulares saudaveis. A presenca de proteinuria em pacientes com tubulopatia € um
indicativo de defeito na reabsorcdo tubular ou aumento da permeabilidade
glomerular as macromoléculas. A proteindria poderia ser associada aos parametros

inflamatérios e hemostaticos avaliados.

A auséncia de rejeicao nao foi confirmada por bidpsia dos rins e analise histologica.
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9 PERSPECTIVAS DE ESTUDO

Determinar os niveis plasmaticos de D-Di em pacientes com rejeicdo e compara-los

aos pacientes com fungao renal estavel.

Determinar os niveis plasmaticos de D-Di ao longo dos anos (estudo longitudinal)
dando seguimento a avaliagdo clinica e laboratorial dos pacientes do presente
estudo.

Avaliar os principais desfechos clinicos relacionados aos pacientes transplantados
renais do presente estudo.
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ANEXO A

UNIVERASIDA’DE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n®. ETIC 387/09

Interessado(a): Profa. Luci Maria Sant'Ana Dusse
Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 16 de setembro de 2009, o projeto de pesquisa intitulado

"Marcadores inflamatérios no transplante renal: correlagdo com

parametros hemostaticos e genéticos™ bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apds o infcio do projeto.

/ﬁ
Profa. Maria Teresa rques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 ~ Unidade Administrativa II - 2° andar - Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepd prpy.uting br
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ANEXO B

Universidade Federal de Minas Gerals

Hospital das Clinicas U m

E Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensio - DEPE

Belo Horizonte, 21 de maio de 2010.

PROCESSO: N° 092 /09

“MARCADORE “INFLAMATORIOS NO TRASNPLANTE RENAL: CORRELAGAO
COM PARAMETROS HEMOSTATICOS E GENETICOS”

SR(A) PESQUISADOR(A):

Reportando-nos ao projeto de pesquisa acima referenciado, considerando sua
concordancia com o parecer da Comisséo de Avaliagdo Econdmico-financeira de
Projetos de Pesquisa do HC e a aprovagZo pelo COEP/UFMG em 02/12/2009,
esta Diretoria aprova seu desenvolvimento no ambito institucional.

Solicitamos enviar & DEPE relatério parcial ou final, apés um ano.

Atenciosamente,

PROF.}L RIQUE VITOR LEITE

Dir&tor da DEPE/HC-UFMG

Ase.

Prof.2 Luci Maria S’antana Dusse

Depto. Analises Clinicas e Toxicoldgicas
Faculdade de Farmacia-UFMG

CGC: 17.217.985/0034-72 - Av. Prof. A/fredo‘Balenu. 110 — 1° andar
Bairro Santa Efigénia — CEP 30130-100 — Belo Horizonte - MG
Telefone: (31) 3409-9379 — 3409-9375 - FAX: (31) 3409-9380 - depe@ he.ufing.br
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ANEXO C

HOSPI’TAL_
Felicio
Rocho

Belo Horizonte, 16 -de dezembro de 2010.

Pesquisadora responsavel: Dra. Luci Maria Sant'ana Dusse

Numero do Protocolo no CEP: 348/10

(Este n°. Devera ser citado nas correspondéncias referentes a este processo)

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Felicio Rocho analisou e
aprovou, em reunigo realizada em 16 de dezembro de 2010, o projeto
intitulado: “MARCADORES INFLAMATORIOS E HEMOSTATICOS NO
TRANSPLANTE RENAL: CORRELACAO COM A EVOLUCAO CLINICA
DOS PACIENTES”

Devera ser encaminhado semestralmente um relatério sobre o andamento
do Projeto.

Atenciosamente,

Dra. Selme Sil/qhxe:ira de Matos
Coordenadora do CEP/HFR
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Central de Atendimento: (31) 3514-7000 - www.feliciorocho.org.br
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ANEXO D

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(grupo de pacientes transplantados renais)

PROJETO DE PESQUISA

MARCADORES INFLAMATORIOS E HEMO§TATIQOS NO TRANSPLANTE
RENAL: CORRELACAO COM A EVOLUCAO CLINICA DOS PACIENTES

Prezado(a) Senhor(a),

Vocé esta sendo convidado para participar do projeto de pesquisa intitulado
“Marcadores Inflamatérios e Hemostaticos no Transplante Renal: correlagdo com a
evolugdo clinica dos pacientes”. Este estudo tem por objetivo uma melhor
compreensao da coagulagao do sangue e da inflamagao em pacientes submetidos
ao transplante renal e € muito importante para entendermos as complicacdes que
podem ocorrer apds o transplante.

Neste estudo, serdo realizados exames de laboratério dos pacientes
transplantados, com o objetivo de estudar as alteracdes da coagulacdao do sangue e
detectar a ocorréncia de inflamacdo. Vocé esta sendo convidado para constituir o
grupo de pacientes transplantados renais.

Para isto, sera necessario colher 20 mL do seu sangue, utilizando agulhas e
tubos descartaveis. Assim, ndo ha nenhum risco de contaminagéo para o paciente.

A coleta de sangue serd realizada por um profissional com grande
experiéncia, porém, toda coleta pode causar uma leve dor local e, em alguns casos,
formar um pequeno hematoma (mancha roxa). Um outro risco associado ao
procedimento de coleta de sangue, embora raro, € a ocorréncia de lipotimia
(desmaio). Nesse caso, os profissionais da coleta adotardo as medidas pertinentes,
para as quais estao habilitados.

Todo material colhido serd utilizado apenas para esta pesquisa, seu nome
nunca sera revelado e os resultados dos exames serdo utilizados apenas para os
fins propostos.

Nenhum exame ou procedimento realizado em fungdo exclusivamente da
pesquisa sera cobrado. Tais despesas serdo de responsabilidade do pesquisador
responsavel pelo estudo.
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Caso queira participar, vocé deve assinar este Termo, autorizando a coleta do

Seu sangue.

Vocé tem a liberdade de se recusar a participar e/ou responder a qualquer
pergunta que considere constrangedora ou de retirar 0o seu consentimento a
qualquer momento, sem que haja prejuizos para o seu tratamento. Qualquer duvida
podera ser esclarecida com a Profa. Luci Dusse (Faculdade de Farmacia/lUFMG/
Fone 3409-6880) ou com a farmacéutica Ana Paula Mota (Fone 3409-6900). Desde
ja, agradecemos sua colaboracao.

Prof? Luci Maria Sant’Ana Dusse Farmacéutica Ana Paula Lucas Mota

Autorizacao

Apos ter lido o “Termo de consentimento Livre e Esclarecido” e solucionado
todas as minhas dulvidas com relagdo a pesquisa intitulada “Marcadores
inflamatorios e hemostaticos no transplante renal: correlacdo com a evolugéo clinica
dos pacientes”, concordo em participar e autorizo a coleta do meu sangue para fazer
os testes laboratoriais previstos na pesquisa.

Nome do participante

Belo Horizonte, de de

Assinatura

Comité de ética em pesquisa da UFMG — COEP
Av. Presidente Anténio Carlos — Unidade Administrativa Il — 22 andar — sala 2005
Belo Horizonte, MG. Tel (31) 34094592

Comité de ética em pesquisa — Hospital Felicio Rocho
Av. do Contorno, 9530 - Barro Preto - Belo Horizonte, MG.
Tel (31) 3514-7001
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Ficha Clinica

“MARCADORES INFLAMATORIOS E HEMOSTATICOS NO TRANSPLANTE RENAL:
CORRELACAO COM A EVOLUGAO CLINICA DOS PACIENTES”

Numero de identificagdo do participante:

Data da coleta:

1. Identificacao:

Nome:
Nascimento: Sexo:M __ F__ Naturalidade:
Endereco: Bairro:
Cidade: Estado: CEP: Tel:
2. Dados Clinicos:

a) Peso (Kg): Altura (m) IMC (Kg/m?)

b) Por quanto tempo fez hemodialise?

c) Doenga primaria:

d) Data do transplante renal:

)
)
)
)

e) Origem do rim transplantado:

f) Idade do doador/ sexo:

g) Histéria familiar de doenca renal:
h) Medicamentos em uso:

i) Esquema terapéutico imunossupressor/ data de inicio:

j) Sintomas clinicos apresentados no momento da coleta de sangue




3. Resultados dos exames laboratoriais:

Hemograma

Plaquetas

Biopsia

PRA (pré-Tx)

PRA (p6s-Tx)

Colesterol Total

e Fracoes

Clearence Crea

Proteinuria

Crea; Ureia; Ac

Urico

Infec¢des pds-Tx

HLA e GS

receptor

HLA e GS
doador

lons

Glicose

Dosagem do

Imunossupressor

Outros exames

4. Outras observacoes

143
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PARTICIPACAO EM CONGRESSOS
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PARTICIPACAO EM CONGRESSOS
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certificamos que:
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na qualidade de autor responsavel do tema livre "AVALIACAO DOS NI'VE1§
PLASMATICOS DE ADAMTS13 E FATOR VON WILLEBRAND ANTES E APOS O
TRANSPLANTE RENAL" , tende como co-autores "MOTA, A. P. L., SILVA, A. C. S. E.,
BORGES, K. B. G. , DUSSE, L. M. S. ".
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XXIVth Congress of the ISTH: Confirmation of

abstract submission

isth2013@mci-group.com 2
fev

de isth2013@mci-group.com

Thank you for submitting your abstract for the XXIVth Congress of the International
Society on Thrombosis and Haemostasis.

This e-mail is a confirmation of your abstract submission. Please find an overview
of your submitted data below.

In case of any questions, please contact us by e-mail at isth2013@mci-group.com.

With kind regards,

MCI

ISTH Congress Secretariat
Jan van Goyenkade 11
NL-1075 HP Amsterdam
The Netherlands

You have submitted the following data:
(Please note that in this preview not all data will appear as submitted by you. We
will use all data when making the abstract book, so do not worry if

names/departments are missing,)

. Hypercoagulability markers in renal transplanted patients: association
Abstract title
to inflammatory response
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Clinica Chimica Aoa 412 (2011) 2353-2354

journal homepage: www.elsevier.com/flocate/clinchim

Contants lists available at SciVersa SciencaDirect

Clinica Chimica Acta

Letter to the Editor

ADAMTS13 and Von Willebrand factor assessment before and after
kidney transplantation

Dear editor,

A desintegrin-like and metalloprotease thrombospondin type 1
motif, member 13 (ADAMTS13) is a plasma zinc metalloprotease
that cleaves von Willebrand factor (VWF) [1]. VWF is a large protein
synthesized in endothelial cells and megakaryocytes and respectively
stored in Weibel-Palade bodies and granules. VWF is formed in these
compartments as ultra large and very active VWF multimers [2]. As
soon as these ultra large multimers (UL-VWF) are release on the plas-
ma, ADAMTS13 specifically cleaves the bond between amino acids
Tyr1605 and Met1606 in the A2 domain of them reducing their mo-

occurred only in liver [3-7]. In 2004, ADAMTS13 was detected in
platelets |8] and in 2006 in endothelial cells |9]. More recently,
ADAMTS13 mRNA was also detected in kidney, including glomerular
endothelial cells, podocytes, glomerular basement membrane, tubu-
lar epithelial cells [10]. Although other sources of ADAMTS13 have
been described, their relevance to the pathogenesis of thrombo-
regulation remained unknown.

Regarding the significance of these other sources of ADAMTS13 our
data indicated lower ADAMTS13 levels in severe renal dysfunction. A
previous study from our group found reduced levels of ADAMTS13
and pregnant with severe preeclampsia [11]. This disease is associated
to a renal impairment and proteinuria. According to our data, other
studies related lower ADAMTS13 antigen in preeclampsia or in its out-
come as syndrome HELLP [12,13].

In agreement with our hypothesis, reduced levels of ADAMTS13

Cyrokine 62 (2013) 302-309

ELSEVIER

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect
Cytokine

journal hemepage: www.journals.elsevier.com/eytokine

Cytokines signatures in short and long-term stable renal transplanted patients

Ana Paula Lucas Mota?, Sandra Simone Vilaca®, Fernando Lucas das Mercés Jr.<,
Melina de Barros Pinheiro®, Andréa Teixeira-Carvalho, Amanda Cardoso Oliveira Silveirad,
Olindo Assis Martins-Filho9, Karina Braga Gomes?, Luci Maria Dusse **

* Departemento de Andlises Clinices e Toxdooddgioss, Faculdede de Farmdcia - Universidode Federal de Minas Gerads, Belo Horizomnte, Minas Gerais, Brazil

® Hospital Felicio Rocho, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil

* Departamento de Nefrologia, Foculdade de Medicing, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Mings Gerais, Brazil
# Labaratério de Blomarcodores de Diggndstico & Monitoragilo — Centro de Pesquisas René Rochou-Fundagio Osvaldo Cruz, Belo Horizonte, Minas Geras, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article histary:
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Despite the evidences showing the relevance of regulatory immune-mediated mechanisms to guarantee
the stable graft function in renal transplanted patients, studies focusing on the immune response
observed over a long-term period after renal transplantation are still limited. Several efforts have been
done to establish novel biomarkers with relevant predictive values that could be used as prognostic lab-
oratorial tools to monitor the complex network triggered through time after kidney transplantation. In
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