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Andlise descritiva (110 RTR): Consulta aos
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infecgoes urinarias e respiratdrias; rejeicao ao
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RESUMO

Mesmo apos o transplante renal bem-sucedido, complicagées podem ocorrer levando
a perda do enxerto ou até mesmo a morte. Dentre as principais complicagdes
associadas, podemos citar aquelas que cursam com a disfungdo endotelial e
alteracbes da hemostasia, ambas associadas a redugcado da sobrevida do enxerto.
Assim, o objetivo geral foi avaliar os marcadores endoteliais (endocan, homocisteina)
e hemostaticos (atividade de ADAMTS13 e geracao de trombina) em pacientes
receptores do transplante renal (RTR) e correlaciona-los com a evolugédo do enxerto.
Foram incluidos 115 RTR, avaliados em delineamento transversal, distribuidos em
subgrupos de acordo com a funcédo de filtragao renal [creatinina sérica (C1 <1,4 e C2
>1,4 mg/dL) e ritmo de filtragcdo glomerular estimado — eRFG (R1 <60 e R2 >60
mL/min/1,73m?] e com o tempo apds o transplante [T1: 3 a 24; T2: 25 a 60; T3: 61 a
120 e T4: acima de 120 meses pods-transplante]. Uma analise longitudinal prospectiva
também foi realizada por meio da avaliagao de prontuarios médicos por um periodo
de seguimento de 5 anos. A endocan foi mensurada pelo método de ELISA. A
avaliacao dos niveis de homocisteina foi feita por ensaio enzimatico-colorimétrico e a
determinacdo da atividade de ADAMTS13 por transferéncia de energia de
ressonancia de fluorescéncia. O teste de gerag&o de trombina (TGT) foi realizado pelo
meétodo CAT (Calibrated Automated Thrombogram) utilizando baixa (LTF) e alta (HTF)
concentracdo do fator tissular. Niveis elevados de endocan e homocisteina foram
observados entre os RTR com pior fungéo de filtragao renal (subgrupos C2 e R1), se
comparados aos RTR com melhor fung&o de filtracdo (subgrupos C1 e R2). Quanto
ao tempo pés-transplante, os pacientes com transplante recente apresentaram niveis
mais elevados de endocan (subgrupo T1) do que os demais RTR, o mesmo n&o sendo
observado para Homocisteina. Ndo foram observadas diferengas significativas em
relagdo aos valores da atividade de ADAMTS13 entre os subgrupos. Menor geragéao
de trombina foi observada entre os pacientes com pior fungao de filtracdo renal
(subgrupo C2), se comparado aos RTR com fungéo de filtragdo preservada (subgrupo
C1). De acordo com o tempo pés-transplante, os pacientes com maior tempo pos-
transplante (subgrupos T3 e T4) apresentaram niveis mais elevados de trombina se
comparados aos RTR com menor tempo pés-transplante (subgrupos T1 e T2).
Correlagbes positivas foram encontradas para o potencial endégeno de trombina
(ETP) e pico (em LTH e HTF) versus triglicerideos e tempo poés-transplante. Os
modelos de regressédo linear mostraram que o tempo pés-transplante foi um preditor
independente da geragdo de trombina avaliado por ETP. A avaliagdo longitudinal
prospectiva mostrou que dentre as complicacbes mais frequentes apds 5 anos de
seguimento foram: infecgdes urinarias e respiratorias; rejeicdo ao enxerto e
neoplasias. Ao avaliar a influéncia dos marcadores mensurados na fase transversal
do estudo e sua associagdo com episodios de rejeicdo ao enxerto a longo prazo, nao
foram observadas diferencas significativas. Finalmente, os dados analisados em
conjunto permitem concluir que as dosagens da endocan, homocisteina e o teste de
geracdo de trombina mostraram ser ferramentas promissoras para diagnosticar e
monitorar alteragcdes endoteliais e hemostaticas entre os pacientes transplantados
renais ao longo do tempo. No entanto, novos estudos sao necessarios para melhor
compreensao das possiveis associacdes entre tais marcadores e a ocorréncia de
rejeicao a longo prazo.

Palavras-chave: transplante renal; biomarcadores; endocan; Homocisteina;
ADAMTS13; teste de geragdo de trombina.



ABSTRACT

Even after successful kidney transplantation, complications can occur leading to
allograft loss or even death. Among the main associated complications, we can
mention those occurring due to endothelial dysfunction and hemostasis alterations,
both associated with reduced allograft survival. Thus, our objective was to evaluate
endothelial (endocan, homocysteine) and hemostatic (ADAMTS13 activity and
thrombin generation) markers in renal transplant recipients (RTR) and correlate them
with allograft evolution. One hundred and fifteen RTRs were included, evaluated in a
cross-sectional design, distributed into subgroups according to renal filtration function
[creatinine levels (C1 1.4 and C2 >1.4 mg/dL) and estimated glomerular filtration rate
— eRFG ( R1 =60 and R2 >60 mL/min/1.73m2] and with time after transplantation [T1:
3 to 24; T2: 25 to 60; T3: 61 to 120 and T4: over 120 months post-transplant ] A
prospective longitudinal analysis was also performed through the evaluation of medical
records for a follow-up period of 5 years. Endocan was measured by the ELISA
method. The evaluation of homocysteine levels was performed by enzymatic-
colorimetric assay and the determination of ADAMTS13 activity by fluorescence
resonance energy transfer. Thrombin generation test (TGT) was performed by the CAT
(Calibrated Automated Thrombogram) method using low (LTF) and high (HTF)
concentrations of tissue factor. Higher levels of endocan and homocysteine were
observed among RTR with worse renal filtration function (subgroups C2 and R1),
compared to RTR with better filtration function (subgroups C1 and R2). As for post-
transplant time, patients with recent transplantation had higher levels of endocan (T1
subgroup) than the other RTRs, the same not being observed for homocysteine, whose
values did not differ in relation to this variable. No significant differences were observed
for ADAMTS13 activity values between the subgroups. Lower thrombin generation was
observed among patients with worse renal filtration function (C2 subgroup), compared
to RTR with preserved filtration function (C1 subgroup). According to post-transplant
time, patients with longer post-transplant time (T3 and T4 subgroups) had higher levels
of thrombin compared to RTR with shorter post-transplant time (T1 and T2 subgroups).
Positive correlations were found for endogenous thrombin potential (ETP) and peak
(in LTH and HTF) versus triglycerides and post-transplant time. Linear regression
models showed that post-transplant time was an independent predictor of thrombin
generation assessed by ETP. The prospective longitudinal evaluation showed that
among the most frequent complications after 5 years of follow-up were urinary and
respiratory infections; allograft rejection and neoplasms. When evaluating the
influence of the markers measured in the cross-sectional phase of the study and their
association with long term allograft rejection episodes, no significant differences were
observed. Finally, all the data analyzed together allow us to conclude that endocan,
homocysteine and the thrombin generation test showed to be promising tools for
diagnosing and monitoring endothelial and hemostatic changes among kidney
transplant patients over time. Further studies are needed to better understand the
possible associations between such markers and the occurrence of long-term
rejection.

Keywords: kidney transplantation; biomarker; endocan; homocysteine; ADAMTS13;
thrombin generation assay.
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1 INTRODUGAO E RELEVANCIA

Apesar de tantos avangos no campo dos transplantes de érgéos e tecidos, as
causas que levam ao insucesso desta terapia sdo muitas (MALYSZKO et al., 2018).
Vale ressaltar que mesmo apds o transplante renal bem-sucedido, o paciente receptor
do enxerto renal (RTR) ainda é caracterizado como portador da doenga renal crénica
e estes pacientes apresentam alto risco de ocorréncia de eventos cardiovasculares,
rejeicao ao enxerto e morte (SESSO et al., 2016; POLI; ANTONUCCI; ZANAZZI, 2017;
RANGASWAMI et al., 2019).

Neste cenario, podemos destacar a importancia do endotélio vascular renal,
uma vez que a preservacgao das suas fungdes basais favorece a boa funcionalidade
do enxerto. As células endoteliais s&o consideradas o primeiro sitio alvo da resposta
imune do receptor contra o aloenxerto, uma vez que compdem a parede vascular,
configurando a primeira interface entre doador e receptor (CARDINAL; DIEUDE;
HEBERT; 2018). A presenca da disfungdo endotelial pode favorecer o agravamento
da leséo renal e ja foi associada ao desenvolvimento de muitas complicagdes entre
os RTR, tais como exacerbagao da hipertensdo arterial sistémica (HAS), Diabetes
mellitus (DM), aterosclerose, eventos tromboembdlicos e rejeicdo ao enxerto
(TOUSOULIS et al., 2006; BARBOUR et al., 2012; CARDINAL; DIEUDE; HEBERT,
2018; MALYSZKO et al., 2018; RANGASWAMI et al., 2019).

Sabe-se que a fungdo renal preservada contribui para o equilibrio da
hemostasia e vice-versa. Diferentes eventos hipo e hipercoagulaveis podem surgir
devido a gravidade do estagio da disfuncdo renal e tais complicagbes podem
comprometer a sobrevida do paciente transplantado e do enxerto renal, uma vez que
disturbios hemostaticos, muitas vezes, ndo sdo imediatamente corrigidos ou
restaurados apds o transplante renal (POLI; ANTONUCCI; ZANAZZI, 2017).

Nesse contexto, o monitoramento laboratorial da fungcdo endotelial e da
hemostasia parece ser uma estratégia promissora no pos-transplante renal (SU et al.,
2014; TOULON, 2016; CHO et al., 2017; MARTINS et al., 2019). Sdo exemplos de
biomarcadores: endocan, homocisteina, atividade da disintegrin and metalloprotease
with eight thrombospondin-1-like member 13 (ADAMTS13) e o teste de geracéo de
trombina (LEE et al., 2012; REUKEN et al., 2015; CARDINAL; DIEUDE; HEBERT,
2018; MALYSZKO et al., 2018; CAPELLI et al., 2019).
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Niveis elevados de endocan foram associados a processos inflamatérios
graves, neoplasias e HAS (BECHARD et al, 2001; SARRAZIN et al.,, 2010;
DELEHEDDE et al., 2013; AZIMI, 2017; MALYSZKO et al., 2018). Ja a elevagao da
homocisteina (HCY) foi associada ao desenvolvimento de doengas que cursam com
elevado estresse oxidativo, disfungcado endotelial e trombogénese (EINOLLAHI et al.,
2011), sendo um fator de risco para as doencgas cardiovasculares (DCV). A deficiéncia
ou a baixa atividade da ADAMTS13 esta associada a trombose da microvasculatura,
obstrugdo do fluxo sanguineo e dano a multiplos érgdos. Cumpre ressaltar que, a
reducdo da ADAMTS13 é considerada um marcador patognomdnico de processos
como a purpura trombocitopénica trombdtica (PTT), microangiopatia trombotica,
sindrome hemolitica urémica (SHU) e sindrome hemolitica urémica atipica (SHUA)
(PHAM et al.,, 2002; BARBOUR et al., 2012; WEBSTER, SCHNITZLER; 2014;
BERGER, 2018; PLAUTZ et al., 2018; MANCINI et al., 2019; OH et al., 2019).

Novos ensaios para a avaliagcdo da hemostasia vém sendo propostos nas
ultimas décadas (HEMKER, 2002; TEN CATE, 2012) e o teste de gerac&o de trombina
(TGT) avaliado pelo método de Calibrated Automated Thrombogram (CAT)
(Thrombinoscope BV®, Maastricht, Holanda) tem ganhado destaque, por apresentar
grande sensibilidade na detecgdo de quadros hipo e hipercoagulaveis, Como um
meétodo de avaliagdo global do processo hemostatico, € capaz de refletir toda a
formacdo da trombina (MACFARLANE; BIGGS, 1953; HEMKER et al., 1986;
HEMKER et al., 2002; JEONG et al., 2013; DUARTE et al., 2018).

Com base no exposto, objetivou-se avaliar os biomarcadores supracitados
(endocan, HCY, atividade de ADAMTS13 e TGT) em RTR e investigar a associagao
destes com a evolugcdo do enxerto. A escolha destes marcadores se baseou na
relevancia clinica, na experiéncia prévia do grupo de pesquisa e no ineditismo da
avaliacdo conjunta para acompanhamento da evolugédo de pacientes transplantados

renais.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O transplante renal

O transplante renal € uma terapia de reposi¢cédo renal (TRR) cirurgica,
quando um rim saudavel, proveniente de um doador vivo ou falecido, € inserido
na regido pélvica do receptor portador da Doengca Renal Crénica Terminal
(DRCT). O transplante renal, quando bem-sucedido, possibilita ao receptor
melhores condi¢cdes de vida e uma independéncia de outras formas de TRR,
como a didlise peritoneal e a hemodialise, uma vez que o rim doado passara a
exercer e/ou complementar as fungdes renais que os 6rgédos nativos n&o séo
mais capazes de manter (ABTO, 2009; MARTINS et al., 2019; GOMES et al.,
2020).

A taxa de sobrevida apds o transplante renal vem crescendo a cada ano
e esta acima de 97% para orgaos provenientes de doadores vivos e 92% para
doadores falecidos, ambas as taxas para o primeiro ano pos-transplante (ABTO,
2020 b). Assim, esta TRR € considerada a alternativa com melhor custo-beneficio
ao paciente com DRCT (JUNG; LEE; KWON, 2012; MATOS et al., 2016; GOMES
et al., 2020).

O primeiro transplante bem-sucedido ocorreu em Boston, Estados Unidos
da América (1954), pelo cirurgido Joseph E. Murray, ganhador do Nobel de
fisiologia e medicina em 1990. Desde entdo o numero de transplantes cresceu
de forma significativa e o Brasil representa o segundo pais no mundo que mais
realiza essa técnica, onde 95% de todos os transplantes realizados no pais sao
financiados pelo Sistema Unico de Satde (SUS) (GOMES et al., 2020).

Desde o inicio da pratica de notificacdo e registro dos transplantes
realizados no Brasil pela Associacdo Brasileira de Transplante de Orgdos
(ABTO), foram realizados 88.069 transplantes renais entre 1997 e junho de 2021,
correspondendo a 68,3% de todos os 128.863 transplantes de 6rgaos solidos
realizados (ABTO, 2021).

Em dezembro de 2019 foi descoberto um novo coronavirus, Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-COV-2) capaz de infectar células

humanas, que se espalhou ao redor do mundo de forma rapida ocasionando
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sindrome respiratoria aguda e outras complicagdes, o que levou a Organizagéo
Mundial de Saude a decretar a pandemia pelo SARS-COV-2, ou também
chamada COVID-19 (do inglés: coronavirus disease 2019) (MARTINS; ALVES et
al., 2021). O Brasil foi, e ainda €, um dos paises mais afetados pela pandemia da
COVID-19. Na area do transplante renal, uma redugao significativa no numero
de cirurgias transplantadoras tem sido observada. No ano de 2019 (pré-
pandemia) foram realizados 6.296 transplantes renais, em 2020 foram 4.821
transplantes renais e as estatisticas mais atuais mostram que no periodo de
janeiro a setembro de 2021 foram realizados 3.304 transplantes renais,
correspondendo a uma reducao de 47,5% (ABTO, 2021).

Desde modo, a fila de espera para o transplante renal cresce a cada dia e
tornam-se fundamentais as praticas clinicas e laboratoriais que possibilitem
sucessos ainda maiores para o transplante renal, uma vez que varias sao as
causas que podem levar a perda do enxerto e a morte, tais como a rejeigao ao
orgéao transplantado (ABTO, 2020).

A rejeicdo ao enxerto pode ser considerada a principal causa de insucesso
do transplante renal, uma vez que os transplantes de 6rgaos e tecidos evoluem
de forma invariavel a episodios de rejei¢cao, devido a resposta imune do receptor
contra o tecido/érgédo doado. As rejeigdes ao enxerto apresentam varias
classificagdes, tais como aquelas baseadas no tempo do episodio [hiperaguda
(ocorre durante o procedimento cirurgico ou poucas horas apds); aguda (pode
ocorrer, geralmente, entre trés e 90 dias apos o transplante, associada a
imunossupresséao ineficiente) e crénica (também chamada de nefropatia cronica
do enxerto ou rejeicédo a longo prazo, apresentando evolugao lenta)] (KOO et al.,
2015; LOUPY et al., 2020). O processo de rejeigado crénica pode ser considerado
a forma mais predominante e seus mecanismos fisiopatologicos s&o
multifatoriais. Neste sentido, sabe-se que a disfuncdo endotelial, a presenca de
comorbidades e a terapia imunossupressora inadequadas sao fatores
influenciadores importantes (SIS et al., 2010; TIZO; MACEDO, 2015). A rejeicao
ao enxerto pode ainda ser classificada baseada em sua histopatologia (mediada
por anticorpos/humoral e/ou células T) (KOO et al., 2015; LOUPY et al., 2020).

A resposta imunolégica do receptor contra o enxerto renal configura a
base fisiopatologica do processo de rejeicdo e tem o endotélio vascular renal
como um importante sitio de reacao entre receptor-doador. As células endoteliais
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desempenham varios papeéis importantes no processo inflamatoério do enxerto.
Atuam como células apresentadoras de antigeno de forma direta ou indireta as
células T citotoxicas e, ao mesmo tempo, podem ser alvo da agdo da resposta
imune do receptor. O bom funcionamento das células endoteliais favorece, por
consequéncia, o bom funcionamento do enxerto e contribui para a redugao de
quadros inflamatorios desfavoraveis (DURSUN; YEL; UNSUR, 2015).

A exposicao prolongada e repetida a agentes toxicos, infecciosos ou pro-
aterogénicos pode induzir a perda da integridade endotelial, com redugéo das
suas fungbdes basais (DURSUN; YEL; UNSUR, 2015). A disfungdo endotelial
pode ser rapida ou progressiva, de modo temporario ou permanente, mas
culmina de modo invariavel no aumento do risco tromboembdlico, DCV, elevagao
do quadro pro-inflamatério, redugdo da permeabilidade vascular e falhas no
controle da coagulagado, fatores que afetam a saude do enxerto (HEISS;
RODRIGUEZ-MATEOS; KELM, 2015). A presenca de quadros de
hipercoagulabilidade propicia a substituicdo do tecido renal por tecido fibrotico,
bem como a deposicao de matriz extracelular, o que acelera o comprometimento
renal (DURSUN; YEL; UNSUR, 2015; MOTA et al., 2015).

Dentre as complicagbes vasculares podemos destacar a ocorréncia de
episodios trombdticos, tais como a trombose da artéria renal e as
microangiopatias trombadticas. A ocorréncia destas complicagdes pode estar
associada ao periodo pré-transplante, devido a uremia e microambiente proé-
coagulante, mas também ao pés-transplante, relacionado a grande ativagao das
células endoteliais e a sobreposicado de fatores que levam ao aumento da
coagulagao sanguinea (MENON, MURPHY; 2013; TIZO; MACEDO, 2015; LIM;
KOHLI; BLOOM, 2016; CAPELLI et al., 2019).

As manifestag¢des trombaoticas no enxerto renal sdo fatores associados as
formas graves de rejei¢cao ao enxerto (LOUPY et al., 2020).

Diante do exposto, percebe-se que a monitorizagdo clinica e laboratorial
do RTR é de extrema importancia, a fim de se garantir um diagnostico preciso de
possiveis complicagdes pos-transplante renal e evitar a perda do enxerto.
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2.2 As células endoteliais vasculares

O endotélio vascular constitui uma interface entre o subendotélio e a
circulagdo sanguinea, considerado uma estrutura metabolicamente ativa com
importantes papéis em todas as fases da hemostasia. Em seu estado quiescente,
as células endoteliais regulam o ténus vascular e promovem um ambiente
antitrombdtico mediante a secrecdo de vasodilatadores e inibidores da
agregagdo plaquetaria, como o Oxido nitrico e a prostaglandina 12,
respectivamente, além da presenca de fosfolipides neutros, inibidores da
coagulagdo (Trombomodulina, Proteina S e inibidor da via do fator tissular),
secrecdo do ativador do plasminogénio uroquinase (u-PA) e do ativador do
plasminogénio tecidual (t-PA) (HOFFBRAND; MOSS, 2013; ZAGO; FALCAO;
PASQUINI, 2013; CHENG et al., 2014).

AplGs uma lesdo ao vaso sanguineo, ocorre a exposicado do colageno
subendotelial, o que contribui para a ativagado das células endoteliais que iréo
modular as respostas pro-coagulantes, visando cessar o sangramento e servir
como sitio para as reagbes em cascata (HOFFBRAND; MOSS, 2013; ZAGO;
FALCAO; PASQUINI, 2013). As células endoteliais controlam ainda a ades&o
plaquetaria e de leucdcitos, contribuem de forma importante para a angiogénese,
por meio da modulagado do crescimento do musculo liso, participam do processo
fibrinolitico, do metabolismo de lipoproteinas e da apresentagdo de antigenos de
histocompatibilidade, além de participarem de outras reagdes inflamatorias e
hemostaticas (MOLINO et al., 2006; HEISS; RODRIGUEZ-MATEQOS; KELM,
2015; YAU; TEOH; VERMA, 2015).

2.2.1 Marcadores da disfungcao endotelial

2.2.1.1 Endocan

Anteriormente chamada de endothelial cell-specific molecule 1 (ESM-1), a
endocan € composta por uma cadeia de dermatan sulfato ligado a serina com

um baixo peso molecular. Inicialmente, acreditava-se que apenas o tecido
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pulmonar seria responsavel por sua secrecdo, porém foi demonstrado que
células endoteliais da pele, tecido adiposo, artérias coronarianas, bem como
células renais também podem secretar endocan. Esta proteina pertence a familia
das proteoglicanas (PGs), amplamente encontradas nas matrizes extracelulares
com funcio de suporte estrutural. No entanto, suas fun¢des vao além das demais
PGs (KALI; SHETTY, 2014).

Uma das principais fungdes da endocan esta relacionada aos processos
inflamatdrios. Durante estes processos, os leucdcitos sdo ativados e expressam
ligantes de selectinas e integrinas de alta afinidade, como o lymphocyte function-
associated antigen-1 (LFA-1). Estas moléculas, ao interagirem com seus
respectivos ligantes nas células endoteliais, iniciam a rolagem ao longo do leito
vascular e diapedese para o local da infecgdo. A ligagdo do nucleo proteico da
Endocan com o LFA-1, por exemplo, impede a interagcdo desta molécula com o
Intercellular Adhesion Molecule 1 endotelial (ICAM-1), seu ligante nas células
endoteliais. Consequentemente, ocorrera uma inibicdo da migragdo e
direcionamento dos leucécitos durante processos infecciosos, o que pode
prejudicar a resposta durante o processo inflamatério (BECHARD et al., 2001;
KALI et al., 2014).

A superexpressao da endocan esta relacionada a resposta a fatores pro-
angiogénicos, como o fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF) e fator
de crescimento de fibroblasto tipo 2, mas também se deve a secregao de
citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-1B3). Por outro lado, na presenca de
Interferon-y e hiperinsulinemia ocorrera uma baixa expressdo da endocan (LEE
et al., 2014; AZIMI, 2017).

A endocan ainda pode participar de interagbes moleculares diversas,
como com moléculas da matriz extracelular, proteinas de superficie e
intracelulares. Atua como mediadora soluvel relacionada com a regulagao,
diferenciagdo, migragdo e adeséao celulares e processos de neovascularizagéo
(BALTA et al., 2014; KALI; SHETTY, 2014).

Estudos mostraram o envolvimento da endocan em processos
inflamatorios, na cicatrizagdo e génese de tumores, bem como na sepse, HAS,
Doenca renal Crénica (DRC) e rejeigao aos transplantes, com aumento dos seus
niveis séricos em todas estas condi¢ées (SARRAZIN et al., 2010; DELEHEDDE
et al., 2013; KALI; SHETTY, 2014; MALYSZKO et al., 2018).
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2.2.1.2 Homocisteina

A homocisteina (HCY) é um aminoacido contendo enxofre derivado
exclusivamente da transmetilacdo de outro aminoacido, a metionina. O metabolismo
da metionina ocorre no figado dando origem a S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosil
homocisteina (SAH) e HCY. Os primeiros relatos acerca da HCY se relacionaram com
o desenvolvimento de deficiéncia mental em criangas com homocistinuria, doenga de
carater autossémico recessivo vinculada a deficiéncia da enzima cistationina-3-
sintase (CBS) (GERITSEN; WAISMAN, 1964; MUDD et al., 1964). A HCY foi
considerada importante componente da patogenia da doenga vascular, principalmente
de grandes vasos (NEVES et al., 2004).

O metabolismo da HCY pode ocorrer em vias distintas favorecidas de acordo
com o estado nutricional do individuo. Dietas ricas em proteinas favorecem o seu
catabolismo pela enzima CBS via transulfuracdo com a formacéo de cisteina. Para
aqueles com dieta pobre em proteinas ou durante jejum prolongado, o metabolismo
ocorre principalmente por via de remetilagcdo, com formagédo de metionina (NEVES et
al., 2004; KESHTELI et al., 2015).

A hiperhomocisteinemia (HHCY) pode estar relacionada a deficiéncia de um
dos cofatores das enzimas das vias de metabolizagdo tais como o acido félico, a
vitamina B6 e a vitamina B12 (BATTISTELLI et al., 2006), além de deficiéncias das
préprias enzimas pertencentes a estas vias de metabolizagdo, configurando um erro
inato do metabolismo (NEVES et al., 2004; KESHTELI et al., 2015).

A oxidagéo de HCY ocasiona uma superprodugao de radicais livres de oxigénio,
favorecendo a lesdo endotelial e danos ao DNA. A HHCY também foi associada a
manutengao de quadros inflamatérios por ativagéo de genes pro-inflamatorios devido
a hipometilagdo do DNA. Estudos sugerem que a HCY pode provocar uma modulagao
da citotoxicidade mediada pelo TNF (FERRONI et al., 2009; CHIANG et al., 2014), o
que favorece um quadro pré lesdo endotelial. Assim, a HHCY tem sido considerada
um marcador independente para doencas aterotrombaticas e do risco cardiovascular,
bem como um marcador para a deficiéncia de vitamina B12 e fator de risco nao
tradicional para o infarto agudo do miocardio (FORTI et al., 2016). A HHCY ja foi
relacionada também a carcinogénese e proliferacdo tumoral e essa associagéo ocorre

devido aos niveis de folato reduzido, o que pode causar uma instabilidade
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cromossOmica e aumento de mutacdes e outras alteracdes genéticas (KEKU et al.,
2002; BATTISTELLI et al., 2006).

A HHCY ja foi intimamente relacionada a fungéo renal por se correlacionar com
0s niveis de creatinina plasmatica, e com o ritmo de filtracdo glomerular estimado
(eRFG) e por estar presente entre os pacientes com DRCT (VAN GULDENER et al.,
2001; REFSUM et al., 1998). Entre os RTR, este perfil esta associado também a perda
do enxerto renal e morte (EINOLLAHI et al., 2011; MONFARED et al., 2016). No
entanto, mais estudos sdo necessarios para compreender se a HHCY pode ser
considerada um fator de risco independente para a progressdo da DRC,

principalmente apos o transplante renal (CAPELLI et al., 2019).

2.3 Aspectos gerais da hemostasia

Em condigbes fisioldégicas, a manutengdo da fluidez do sangue & muito
importante para garantir o adequado equilibrio hemostatico, sem a ocorréncia de
sangramentos ou eventos tromboticos. Denomina-se como hemostasia o grupo de
processos responsaveis pela manutencao deste equilibrio. Este fendmeno também
pode ser compreendido como um equilibrio entre os fatores anticoagulantes e pro-
coagulantes. Tais fatores atuam em conjunto para manter o fluxo sanguineo constante
dentro do compartimento vascular e/ou promovendo a formagao de coagulos restritos
ao local de producéao, apds a lesdo do vaso. A hemostasia auxilia também no reparo
tecidual local, com o objetivo de manter a integridade vascular, essencial para um bom
equilibrio hemostatico (SMITH; TRAVERS; MORRISSEY; 2015; BONAR; LIPPI;
FAVALORO, 2017; O'DONNELL et al., 2019).

Os principais componentes da hemostasia sdo o endotélio vascular, as
plaquetas, os fatores pro-coagulantes, anticoagulantes, fibrinoliticos e anti-
fibrinoliticos (COLVIN et al., 2004; ZAGO, PASQUINI; 2013). Para fins didaticos, a
hemostasia pode ser dividida em trés fases: hemostasia primaria; secundaria
(coagulacao) e terciaria (fibrindlise) (COLVIN et al., 2004; O'DONNELL et al., 2019).

A fase inicial da hemostasia (hemostasia primaria) se inicia logo apds a lesao
vascular e ativagao das células endoteliais. Essa fase pode ser caracterizada pelo
predominio de eventos locais que induzem a vasoconstricdo, reduzindo o fluxo

sanguineo e favorecendo a interagdo com as plaquetas circulantes. Simultaneamente,
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ocorre vasodilatagcdo da rede periférica, com o objetivo de redistribuir o fluxo
sanguineo local. Todo este processo promove um edema intersticial com a formagao
de tamponamento natural, favorecendo a hemostasia (CAGNOLATI etal., 2017). Com
a perda da integridade vascular, ocorre a exposig¢ao do fator de von Willebrand (FvW)
que serve como ancora para a adesao [que ocorre pela interacdo entre FYW e a
glicoproteina plaquetaria Ib (Gplb)], ativagdo e agregacéao plaquetarias (CAGNOLATI
et al., 2017). A FIGURA 1 ilustra resumidamente a hemostasia primaria.

Figura 1 - Hemostasia primaria
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Legenda: llustragdo representativa dos eventos centrais da hemostasia primaria, vasoconstricdo
e formagado do tampéo plaquetario apos adeséo, ativagédo e agregagao plaquetarias na matriz
extracelular exposta no local da lesao endotelial. Fonte - produzida pela autora (2020).

A coagulagdo sanguinea (hemostasia secundaria) ira transformar o
tampé&o primario soluvel, originado pela hemostasia primaria, em um tamp&o
insoluvel e resistente, ao converter o fibrinogénio em fibrina, através da acao
enzimatica da trombina, apés uma complexa rede de ativacdo, interacdo de
proteinas plasmaticas, superficies celulares e ions (BONAR; LIPPI; FAVALORO,
2017; CAGNOLATI et al., 2017).

Em 2006, Hoffman & Monroe, propuseram um modelo para a cascata da
coagulagao baseado em superficies celulares. Neste modelo, diferentes células



participam do controle da hemostasia in vivo, desempenhando papéis
especificos; seja por favorecer a coagulagdo ou limitando o processo ao local da
lesdo, a fim de evitar eventos tromboéticos disseminados. Pela perspectiva
atualizada, a hemostasia secundaria ocorre em trés fases distintas,
concomitantemente e de forma continua, denominadas iniciagao, amplificagao e
propagacéo (O'DONNELL, 2019). A FIGURA 2 ilustra resumidamente o modelo

da cascata da coagulagdo baseado em superficies celulares.

Figura 2 - Modelo da cascata da coagulagao baseado em superficies

celulares
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Legenda: Representagdo do modelo da “cascata” de coagulagcdo baseada em superficies
celulares, destacando suas fases: iniciagdo, amplificagdo e propagagéao, culminando na formagéo
de trombina (lla) e consequentemente a conversédo de fibrinogénio em fibrina. Fonte: Produzida

pela autora (2020).

Apés o restabelecimento do endotélio lesado, o sistema fibrinolitico
(hemostasia terciaria) ganha destaque no processo de remogéo e lise do coagulo
de fibrina mediado pela plasmina. De modo geral, a fibrin6lise tem inicio quando
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o plasminogénio é incorporado ao coagulo de fibrina em formacéo, devido a sua
afinidade pelos residuos de lisinas da molécula de fibrina. O plasminogénio é
convertido em plasmina pela acdo dos ativadores t-PA ou u-PA,
(MUKHOPADHYAY et al., 2019). A degradacéo da fibrina resulta na formacéo de
produtos de degradacdo de fibrina (PDF) (ZAGO, PASQUINI, 2013;
MUKHOPADHYAY et al., 2019). A acédo de cada molécula de plasmina culmina
na liberacdo dos fragmentos E e em duas moléculas do fragmento D que sdo
liberadas como dimeros ligados de forma covalente (Dimero-D), sendo estes
muitos usados na avaliagao laboratorial da hemostasia e no monitoramento de
eventos trombodticos, como tromboembolismo venoso profundo e infarto do
miocardio (MUKHOPADHYAY et al., 2019).

2.3.1 Marcadores da hemostasia

2.3.1.1 Disintegrin and metalloprotease with thrombospondin Type 1 motif
(ADAMTS13)

A ADAMTS13 foi identificada pela primeira vez em 2001 e sua descoberta
trouxe um grande avango para a compreensao dos mecanismos de clivagem do
FVvW (FENG et al., 2016; PLAUTZ et al.,, 2018). A ADAMTS13 ¢é sintetizada
principalmente pelas células hepaticas e secretada para o plasma em sua forma
ativa. Outras células podem secretar uma pequena por¢gao de ADAMTS13, como
megacariocitos, células epiteliais tubulares renais, células endoteliais
glomerulares e podadcitos glomerulares (SHANG et al., 2006; WANG et al., 2015;
FENG et al., 2016;).

A funcdo da ADAMTS13 esta relacionada a clivagem de grandes
multimeros do FVvW (gmFvW) secretados pelas células endoteliais apos lesédo
celular, aderidos ao colageno exposto. O FvW pode alterar sua conformagao em
globular ou estendida, dependendo do stress de cisalhamento provocado pela
vasculatura. A clivagem promovida pela ADAMTS13 s6 ocorre se o FYW se
encontrar em sua conformacao estendida entre a tirosina da posi¢cao 1605 e a
metionina da posicdo 1606 no interior do seu dominio A2, impedindo a
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permanéncia dos gmFvW, transformando-os em multimeros menores (PLAUTZ
et al., 2018), como representado na FIGURA 3.

Figura 3 - Representagao da atividade de ADAMTS13 em condigoes
fisioloégicas e patolégicas
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Legenda: A: Atividade de ADAMTS13 em condiges fisioldgicas, papel de clivagem dos grandes
multimeros do fator de von Willebrand (gmFvW) em multimeros menores. B: Atividade de
ADAMTS13 em condigdes patoldgicas, redugdo ou auséncia da atividade de clivagem dos
gmFvW, o que favorece a sua permanéncia na circulagdo sanguinea. Fonte: produzida pela
autora (2020).

Ainda nao estdo completamente descritos os mecanismos de agao da
ADAMTS13, se s&o apenas locais ou podem ser sistémicos, configurando uma
area de pesquisa em crescente foco (XU et al., 2017; PLAUTZ et al., 2018). A
auséncia ou deficiéncia da ADAMTS13 pode ocorrer devido a mutagdes génicas
(KIM et al., 2015) ou por agdo de autoanticorpos inibidores da ADAMTS13
(BENEVIDES et al., 2015). Em um ambiente de alto estresse de cisalhamento, a
permanéncia dos gmFvW pode favorecer a ocorréncia de disturbios
microcirculatorios, devido ao seu alto poder trombogénico (FENG et al., 2016).

O ensaio de determinacdo da atividade enzimatica de ADAMTS13
quantifica sua capacidade para clivar um substrato recombinante de gmFvW. O
seu uso tem sido empregado como ferramenta para auxiliar no diagnéstico de
PTT. Existem ainda os ensaios que se baseiam na quantificagdo do antigeno de
ADAMTS13 e anticorpos especificos contra a proteina, baseados no método de
imunoensaio enzimatico (ELISA, do inglés: enzyme-linked immunosorbent
assay) (PLAUTZ et al., 2018).
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Estudos demonstraram que a ADAMTS13 n&o regula apenas a
trombogénese, mas também desempenha um papel em processos inflamatorios,
angiogénicos e de degradacdo da matriz extracelular. Assim, pode ser
considerada uma promissora ferramenta para o diagndstico de doencgas
hepaticas, neoplasias e com carater inflamatério, como a DRC e para o
monitoramento pos transplante renal (IKEDA et al., 2011; LEE et al., 2012;
REUKEN et al., 2015).

2.3.1.2 Teste de geracao de trombina

A hemostasia é finamente controlada e umas das principais proteinas que
compde este processo de regulagdo € a trombina, por participar de vias pro-
coagulantes, anticoagulantes, fibrinoliticas e antifibrinoliticas (BRUMMEL et al.,
2002; RODGERS et al., 2014). Um dos papéis centrais da trombina é evidenciado
por sua agao na formagado de um coagulo estavel de fibrina (HEMKER, 2002),
além de interagir com a trombomodulina, participando da anticoagulagao natural
(WORLBERG; CAMPBELL, 2008; PARAJULI et al., 2016).

Devido seu importante papel na hemostasia, varias técnicas foram criadas
para quantificar a trombina gerada in vitro, com o intuito de fornecer informagdes
uteis sobre o processo hemostatico em diferentes disturbios (JEONG et al.,
2013), uma vez que doengas associadas as alteragdes do sistema hemostatico
estdo presentes em mais da metade de todas as doencas incapacitantes e/ou
letais (HEMKER, 2002; TEM CATE, 2012).

O TGT avaliado pelo método de CAT (Thrombinoscope BV®, Maastricht,
Holanda) mostrou-se sensivel para detectar estados de hipo e
hipercoagulabilidade, pois reflete toda a formag&o de trombina em um tempo pré-
determinado de 60 minutos apds a adicédo do FT, fosfolipides e de um substrato
fluorescente contendo calcio, com consequente ativagdo da coagulagédo no
plasma (HEMKER, 1986; HEMKER, 2002).

ApOs a adicdo dos reagentes para desencadear a geragao de trombina,
os dados obtidos pelo equipamento s&o utilizados para obtencdo de uma curva
de geragao de trombina, chamada de trombograma. Conforme revisado por Wan
et al (2021) e Depasse et al. (2021), todo o curso da conversao da protrombina
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em trombina e sua inativagdo ao longo do tempo, por meio dos componentes

da anticoagulagdo natural, € mostrado no trombograma. Este é tipicamente

caracterizado pelos seguintes paradmetros:

Lagtime (traducgdo: tempo de laténcia): representa o tempo necessario
para inicio da coagulacdo, medido do tempo zero (adicdo dos fatores
iniciadores, como o FT) até a formag&o do coagulo de fibrina. Corresponde
ao tempo de coagulacéo de testes convencionais. E expresso em minutos
(min);

Endogenous Thrombin Potential (ETP) (traducgéo: potencial endégeno
de trombina): representa a area sob a curva (AUC), indicando a
quantidade total de trombina gerada no sistema ex vivo resultante do
equilibrio entre as forgas procoagulantes e anticoagulantes, apos a adigao
de fatores iniciadores a amostra. E expresso em nM/min;

Peak (traducgdo: pico): concentragdo maxima de trombina. E expresso em
nM;

Time to peak (TTPEAK) (tradugéo: tempo para o pico): tempo necessario
para atingir a concentracdo maxima de trombina gerada. E expresso em
min;

Start tail (traducéo: inicio da cauda): corresponde ao tempo de finalizag&o
da geracado de trombina. E expresso em min;

Velocity index (traducao: indice de velocidade): indica a inclinagdo da
geragéo de trombina entre o tempo de laténcia e o tempo para atingir o
pico, e corresponde a primeira derivacado desta parte da curva; O indice
de velocidade pode ser obtido dividindo o valor do pico pela diferenga

entre o tempo para alcancgar o pico e o tempo de laténcia.

A FIGURA 4 representa um exemplo de curva de geragao de trombina

obtida e seus principais parametros.
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Figura 4 — Curva de geragao de trombina e seus principais parametros
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Fonte: Produzida pela autora (2020).

Do ponto de vista experimental, o TGT é bastante versatil possibilitando
uma gama de ensaios distintos por meio de adaptagdes das concentragdes de
reagentes e tipos diferentes de amostras. Por exemplo, pode-se utilizar amostras
de plasma pobre em plaquetas (PPP) ou plasma rico em plaquetas (PRP)
proporcionando interpretagdes distintas (HEMKER, 2002; TEN CATE, 2012).

A geracao de trombina diminuida em PPP esta associada a deficiéncias
de um ou mais fatores da coagulagdo (HEMKER, 2002), e ao uso de
anticoagulantes (DUARTE et al., 2018). Em PRP, as deficiéncias plaquetarias
(congénitas ou adquiridas) e o uso de medicamentos antiagregantes plaquetarios
sdo causas de baixa geracao de trombina. A geragdo de trombina elevada,
detectada em amostras de PPP, apresenta maior relevancia clinica se
comparada aos testes convencionais, por estar relacionada a trombofilias
congénitas e adquiridas, tais como deficiéncia de antitrombina,
hiperprotrombinemia, deficiéncias de proteina C ou S e ao uso de contraceptivos
orais (HEMKER, 2000). A utilizagdo de PPP possibilita a vantagem da realizag&o
de medigbes em amostras armazenadas e congeladas, sem sofrer efeitos
adicionais de ciclos de congelamento e descongelamento (TEN CATE, 2012).

Outra adaptagao para analise da geragéo de trombina esta relacionada as
concentracdes de FT, o qual pode ser utilizado em alta concentracdo ou em baixa
concentragédo. O emprego de diferentes concentragdes do FT tem a finalidade de
mimetizar as condi¢des de avaliagdo baseadas nas antigas vias intrinseca e

extrinseca. No entanto, é importante ressaltar que a geragéao de trombina & muito
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influenciada pela composigéao e concentragado dos reagentes, principalmente do
fator (FT) e/ou fosfolipides, sendo responsavel pelas maiores variagoes
interlaboratoriais (DEPASSE et al., 2021). Conforme revisado por esses autores,
diferentes concentragcbes de FT permitem que o TGT seja mais sensivel em
reagdes envolvendo via intrinseca ou extrinseca. Em suma, reagentes contendo
muito baixas concentracdes de FT e fosfolipides sdo adequados para detectar
hipocoagulabilidade, como deficiéncia de fator VIII ou IX, bem como para
monitorar a terapia hemostatica em pacientes hemofilicos. Ja reagentes com alta
concentracdo de FT, mas com muito baixa concentracdo de fosfolipides, sao
capazes de revelar correlagcdo dos resultados de geragcdo de trombina com
eventos tromboticos em pacientes com varias condi¢gdes tais como trombose
venosa recorrente, presenca de cancer e fator V Leiden, além de fatores de risco
exdgenos como tabagismo e uso de contraceptivos. Por outro lado, reagentes
com altas concentracdes de FT e fosfolipides sdo adequados para determinar o
status hemostatico de pacientes em uso de terapia anticoagulante, seja varfarina
ou anticoagulantes de acao direta (DEPASSE et al., 2021).

Em consonéncia com a versatilidade apresentada pelo TGT, em fungao
de ser um sistema aberto, modificagdes e ou acréscimos de reagentes podem
ser feitos de acordo com o propdsito do experimento. Assim, por exemplo, &
possivel investigar a capacidade procoagulante de microparticulas circulantes
(MPs), substituindo o FT por MPs. Também pode-se investigar o mecanismo de
anticoagulacdo natural acrescentando proteina C ativada (PCa) (NIJZIEL et al.,
2003) ou trombomodulina a reacdo (YOUNGWON et al., 2013). Mais
recentemente, TGT tem sido utilizado também para avaliar a geracao de trombina
em pacientes sob terapia de reposicdo sem fator, utilizando emicizumab. No
caso, o TGT foi realizado utilizando ativador da via de contato contendo
reagentes desencadeantes, mais especificamente FXla ou acido elagico
(OGIWARA et al., 2020).

Diante do exposto acima, podemos destacar o seu uso em potencial do
TGT para o monitoramento de esquemas terapéuticos com anticoagulagcéo e
rastreio para disturbios tromboéticos e/ou hemorragicos adquiridos ou congénitos
(BERNTORP; SALVAGNO, 2008, DUARTE et al., 2018). Além disso, o TGT &
considerado o unico teste sensivel para detecgdo de hipercoagulabilidade em
amostras de plasma (HEMKER, 2002; MANNUCI, 2002). Mais especificamente,

33



o uso clinico do TGT inclui estados de hipo e hipercoagulabilidade. Nos casos de
disturbios hemorragicos, o TGT tem sido utilizado para estudos envolvendo
doencas hereditarias e adquiridas e, dentre as hereditarias, destacam-se a
hemofilia e doenca de von Willebrand. Cabe ressaltar aqui também o papel do
TGT na predi¢gado de sangramento em cirurgias cardiacas. Quanto aouso do TGT
nos disturbios trombdéticos, a determinacdo do risco de trombose venosa e a
predigéo de risco de sua recorréncia (inclusive na sindrome antifosfolipidica), sdo
algumas de suas aplicagbes, além de apresentar utilidade também em casos de
aterotrombose, AVC, predicdo de trombose apds cirurgia cardiaca em neonatos,
ECMO, trombose associada com cancer e recorréncia de cancer, conforme
revisado por Binder et al. (2021). Além do mais, o TGT tem tido aplicagdo em
ciéncia basica, em pesquisa ndo clinica e controle de qualidade de produtos
farmacéuticos (DEPASSE et al., 2021). Com o advento da pandemia (COVID-
19), TGT sido utilizado por muitos investigadores na tentativa de entender melhor
a fisiopatologia da doenga com vista a melhorar o manejo do paciente e
desfechos. Como trata-se de uma doenca recente, porém com envolvimento do
sistema hemostatico, mais estudos sdo necessarios para acumular evidéncia
sobre o papel do TGT nessa doenca (BINDER et al., 2021).

Diante do exposto acima e considerando a importancia clinica das células
endoteliais e da hemostasia na DRC e no pés-transplante renal, esforgcos devem
ser envidados para a sua avaliagao laboratorial adequada visando diagnosticar
mais precisamente disturbios relacionados, além de contribuir para a avaliagao
progndstica e adequacdo terapéutica. E importante ressaltar que ndo foram
encontrados estudos que avaliam o papel do TGT pelo método CAT no
transplante renal, reforgando a relevancia deste estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar marcadores endoteliais e hemostaticos (endocan, homocisteina, atividade de
ADAMST13 e geracao de trombina) em pacientes transplantados renais e relaciona-

los a evolugéo do enxerto.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliagao transversal

e Avaliar os niveis plasmaticos da endocan e séricos de homocisteina com intuito
de investigar a associagao entre os biomarcadores endoteliais e fungéo de
filtracao renal e tempo pos-transplante;

e Avaliar a geracdo de trombina e determinar a atividade enzimatica da
ADAMTS13 afim de verificar a associacao de alteracbes hemostaticas com a
funcao de filtracao renal e o tempo pos-transplante.

3.2.2 Avaliagao longitudinal prospectiva

e Analisar os prontuarios médicos dos participantes do estudo avaliando os
desfechos de rejeicdo ao enxerto renal e outras intercorréncias clinicas
relevantes.

e Avaliar de forma prospectiva os marcadores mensurados (endocan,
homocisteina, atividade de ADAMST13 e geragao de trombina) e os episodios
de rejeicdo ao enxerto.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento experimental e aspectos éticos

Projeto aprovado pelo COEP - Critérios de inclusédo:
CAAE:48443715.3.0000.5149

selegdo dos pacientes ) Critérios de nado inclusaolexclusio:
(Ambulatério de transplante «Tempo pos-transplante < a 3 meses;
Bias Fortes) *ldade inferior a 18 anos;
*Presenga de Intervengdes cirdrgicas, fraturas recentes, doencas
hematoldgicas e infec¢des virais ativas recentes;
*RTx sob dialise ou hemodialise no momento da abordagem.

*Receptores do transplante renal (RTR) com funcao renal estavel;

|ldade superior a 18 anos; ambos os sexos; doadores vivos ou falecidos.

Participacao de 115 RTRs
Amostras biolégicas: Plasma EDTA; Plasma PPP
em citrato de sédio e soro. Armazenados a -80°C
até a andlise.

@aliagéo transversal\<

Consulta aos prontuarios
— médicos para estratificacao . i
dos subgrupos Biomarcadores avaliados

Endocan (80 RTR): método ELISA
Niveis de Creatinina

= C1 < 1,4 mg/dL (n=66)
C2 > 1,4 mg/dL (n=49) Homocisteina (103 RTR): método

enzimatico adaptado

Ritmo de filtragdo glomerular

T3: 61 - 120 months (n=32)

T4: > 120 months (n=35) Lagtime; ETP; Peak e Ttpeak.

o

Analises Estatisticas
*GraphPad PRISM e SPSS
«Normalidade testada por Shapiro-Willk;
«Dados normais: teste “t” de Student;
«Dados ndo paramétricos:Mann-Whitney;
«Comparacao entre trés grupos ou mais,Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn’s;
«Varidveis categdricas : teste de qui-quadrado de Pearson assint6tico (c2) ou teste exato de Fisher.
«Andlise de correlacdo: Spearman (Variaveis qualitativas) e Pearson (Variaveis quantitativa);
«Andlise de regressao Linear Valor de p<0,05 como significativo.

J L Avaliacao longitudinal
prospectiva

Anélise descritiva (110 RTR): Consulta aos prontuarios
médicos durante um seguimento de 5 anos (60 meses) a
contar da data de inclus@o no estudo

Andlises Estatisticas

L estimado (eRFG) CKD-EPI \ Atividade de ADAMTS13 (73 RTR): «SPSS
R1 > 60 mL/min/1.73mz (n=52) método FRET +Anélise de sobrevivéncia - curva de Kaplan Meir (tempo-desfecho): desfecho:
R2 <60 mL/min/1.73m? (n=63) rejeicéo ao enxerto; tempo: seguimento em 60 meses e variaveis (marcadores
avaliados: endocan, homocisteina, atividade de ADAMTS13 e TGT).
Teste de Geragéo de Trombina (101 +Valor de p<0,05 como significativo.
.-I'_':!“ap?z';é;';:‘?::'(::g;e) RTR): método de CAT em baixa
T2'. 25 - 60 months (n=25) (LTF) e alta (HTF) concentracgao de
- . fator tecidual. Parametros avaliados:

36
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O comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais
(COEP) aprovou o presente trabalho sob o numero CAAE — 48443715.3.0000.5149
(ANEXO A e B), sendo o titulo do projeto base “Avaliagdo de marcadores genéticos,
inflamatdrios e hemostaticos em pacientes transplantados renais”.

A assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(APENDICE A) foi obtido de todos os participantes apds o devido esclarecimento dos
objetivos propostos pela pesquisa, enfatizando a participagéo voluntaria, gratuita e a
livre decisdo de interromperem a participacédo no estudo. Apds a assinatura do TCLE,
foi realizada a coleta sanguinea. Uma ficha clinica padronizada (APENDICE B e C)
foi formulada e preenchida para cada integrante do estudo, com base em seus dados
clinicos e laboratoriais relevantes, obtidos de seus prontuarios meédicos para producao
do banco de dados.

O presente estudo é composto por duas fases de analise, sendo uma
transversal (fase laboratorial, dosagem dos biomarcadores) e uma fase longitudinal
prospectiva (analise aos prontuarios clinicos).

Foram selecionados para este estudo, o total de 115 RTR em controle
ambulatorial no Setor de Transplantes da Unidade Bias Fortes, do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A selecdo dos
participantes foi sequencial ao atendimento e as amostras biolégicas de sangue
venoso foram coletadas sem a necessidade de jejum prévio. A selecdo dos
participantes foi realizada no periodo de agosto de 2015 a dezembro de 2016.

4.2 Avaliacao transversal

4.2.1 Casuistica

Para a analise transversal, os prontuarios clinicos foram consultados para a
obtengdo de variaveis demograficas, clinicas e laboratoriais dos participantes do
estudo, tais como: sexo, idade, tipo de doador, tempo pds-transplante, causa primaria
da DRC, presenga de comorbidades, dosagem de creatinina, terapia
imunossupressora, bem como uso de outros medicamentos. Estes parametros foram
utilizados para compor o banco de dados e os diferentes subgrupos do estudo e,
posteriormente, para estudo da relacdo entre os dados obtidos e os marcadores

laboratoriais investigados.



38
Os RTR foram alocados em diferentes subgrupos de acordo com os niveis de

creatinina sérica:
e C1:<1,4Amg/dL (n= 66);
e C2:>1,4 mg/dL (n= 49).

O Ritmo de Filtragdo Glomerular estimado (eRFG) foi calculado pela férmula
proposta pelo Chronic Kidney Disease - Epidemiology Collaboration (CKD-EPI)
(LEVEY et al., 2009) com a utilizacdo da calculadora disponibilizada no site da
Sociedade Brasileira de Nefrologia, por meio da pagina web:

https://www.sbn.org.br/profissional/utilidades/calculadoras-nefrologicas/.

A equacao CKD-EPI pode ser representada pela seguinte formula:

eRFG = 141 x min(Cre/k, 1)* x max(Cre/k, 1)12% x 0,993'd2de x 1,018 [se mulher] x 1 q5glse negro]

Onde:
Cre: é creatinina sérica;
K: € 0,7 para mulheres e 0,9 para homens;
a: € -0,329 para mulheres e -0,411 para homens;
min: indica o minimo de Cre/ K ou 1;

max: indica o maximo de Cre / Kk ou 1.

Os valores de eRFG obtidos foram utilizados para estratificar os participantes
do estudo, sendo os subgrupos descritos a seguir:

e R1: <60 mL/min/1,73m? (n= 52);

e R2: > 60 mL/min/1,73m? (n= 63).

Adicionalmente, os participantes do presente estudo foram avaliados de acordo
com o tempo pos-transplante, alocados em quatro subgrupos, sendo eles:

e T1: 3 a 24 meses (n= 23);

e T2: 25 a 60 meses (n= 25);
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e T3:61a 120 meses (n= 32);

e T4: acima de 120 meses poés-transplante (n= 35).

A categorizacdo dos subgrupos foi baseada na vivéncia clinica ambulatorial
pos-transplante dos colaboradores nefrologistas e em estudos publicados
previamente (SAMAAN et al., 2011; JUNG et al., 2012; LEVIN et al., 2013; ALVES et
al., 2015; MOTA et al., 2017; MARTINS et al., 2019; ALVES et al., 2020).

4.2.2 Critérios de inclusdao/exclusao

Foram incluidos no estudo RTR com funcéo renal estavel, idade superior a 18
anos e em uso do mesmo protocolo de imunossupressao (um inibidor de calcineurina;
um anti-proliferativo ou um inibidor da mammalian target of rapamicyn (mTOR) e um
corticosterdide, e de acordo com as diretrizes para o transplante renal (MINISTERIO
DA SAUDE, 2021).

A funcéo renal estavel foi definida como auséncia por trés meses ou mais dos
sinais de rejeicdo ao aloenxerto, tais como: indicagbes para o uso de dialise apds a
primeira semana pos-transplante; sensacédo de queimacao e/ou dor durante a micgao;
volume urinario diminuido (oliguria com menos de 0,5 mL/kg por hora por mais de 6h);
urina com sangue ou odor fétido; inchagco no local da cirurgia ou em outro local
(palpebras, maos ou pés); febre; diarreia; falta de ar; ganho de peso excessivo em
pouco tempo; aumento absoluto nos niveis de creatinina para 20,3 mg/dL dos valores
basais em 48h (MOTA et al., 2015; ABTO, 2019).

Instabilidades clinicas como disfungdo aguda do enxerto e rejeicdo ao enxerto
sdo as complicagbes mais comuns nos primeiros trés meses apos o transplante e
esse periodo pode sofrer forte influéncia da fase pré-transplante e da intervencao
cirurgica (ABTO, 2019). Portanto, pacientes com trés meses ou menos de tempo pos-
transplante nao foram incluidos na pesquisa. Critérios de exclusao adicionais foram
fraturas recentes e outras cirurgias, presenga de coagulopatias no momento da coleta,
doengas trombdticas, infecgdo aguda e tratamento dialitico durante o ato da inclusao

no estudo ou nos ultimos trés meses.
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4.2.3 Amostras biolégicas

As amostras bioldgicas utilizadas foram os plasmas colhidos em anticoagulante
citrato de sédio 0,109 mol/L (VACUETTE®, GREINER BIO-ONE BRASIL, Sao Paulo,
Brasil) e anticoagulante K3 — acido etileno diamino tetra-acético (EDTA) 1,8mg/mL
(VACUETTE®, GREINER BIO-ONE BRASIL, Sao Paulo, Brasil) e amostras de soro
obtidas em tubos contendo ativador de coagulo (VACUETTE®, GREINER BIO-ONE
BRASIL, Sdo Paulo, Brasil). Todas as amostras foram coletadas por meio do sistema
a vacuo para coleta de sangue periférico, obtidas de todos os integrantes do estudo e
devidamente identificadas. As amostras foram colhidas no Laboratério Central do
Hospital das Clinicas da UFMG no mesmo momento da coleta sanguinea destinada
ao controle periddico poés-transplante renal. Apés a coleta, as amostras foram
devidamente acondicionadas e transportadas em caixas térmicas refrigeradas até o
momento de seu preparo, ndo ultrapassando o tempo maximo de 2 horas até a

centrifugacéo.

4.2.3.1 Preparo das amostras biologicas

As amostras colhidas em tubo com anticoagulante citrato de sodio foram
centrifugadas em velocidade de 3.500 rpm, por 15 minutos, em centrifuga refrigerada
a 4°C (Jouan® modelo BR4i) para obtengéo das amostras de PPP.

Para as amostras colhidas em tubos com anticoagulante EDTA, a centrifugagao
foi realizada a 2.500 rpm, por 20 minutos, em centrifuga refrigerada a 4°C (Jouan®
modelo BR4i) para obtengdo de amostras de plasma.

Para a obtenc&o do soro, apds a completa coagulagdo das amostras no tubo,
as mesmas foram centrifugadas a 2500 rpm, por 20 minutos em centrifuga refrigerada
a 4°C (Jouan® modelo BR4i).

Foram feitas aliquotas de 500 uL em triplicata para os trés tipos de amostras
obtidas (plasma colhido em EDTA ou citrato de sédio e soro), e posteriormente,
armazenadas em microtubos de polipropileno atoxico de centrifugagdo (Axygen®),
devidamente identificados e armazenados em freezer vertical a -80°C (Jouan® modelo
VX380) até o momento do uso. Cada aliquota de plasma ou soro foi descongelada

apenas uma unica vez para a realizacao dos ensaios propostos.
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4.2.4 Métodos

4.2.4.1 Avaliacao dos niveis plasmaticos da endocan

Os niveis plasmaticos da endocan foram determinados pelo método de ELISA
de captura em 80 amostras de plasma em EDTA. Foi utilizado o kit diagnéstico
Lunginnov® ENDOCAN ELISA (Lunginnov®, Lille, Franga) seguindo as
recomendacgdes do fabricante.

Resumidamente, os pogos das microplacas, contendo anticorpo primario
especifico, foram incubados com 100uL de amostras diluidas 1:4, a temperatura
ambiente por uma hora. Apds este tempo, lavagens sucessivas com tampédo PBS
foram realizadas. Em seguida, os anticorpos marcados com a enzima de revelagéo
(peroxidase) foram adicionados e, apds incubag¢ao, novos passos de lavagens foram
realizados. A revelagdo dos antigenos capturados foi realizada através da reagao
enzimatica da peroxidase com o substrato TMB (3, 3’, 3, 5 - tetrametilbenzidina),
gerando um produto colorido. Essa reacdo foi interrompida pela adicdo de acido
sulfurico e a leitura das placas foi realizada utilizando-se o leitor de microplacas
(VersaMax Microplate Reader - MOLECULAR DEVICES, EUA), na Faculdade de
Farmacia da UFMG.

Uma curva padrédo foi construida para interpolacdo das absorbancias das
amostras para obtengao das concentragdes de endocan, que logo em seguida foram
multiplicadas pelo fator de diluigdo utilizado (quatro vezes). Os valores médios
relatados pelo fabricante para uma pequena populacéo de individuos saudaveis foram

de 1,0 £ 0,33 ng/mL, com um limite de detecg&o entre 0,3 ng/mL a 10,0 ng/mL.

4.2.4.2 Avaliacao dos niveis séricos de homocisteina

Foram determinados os niveis séricos de HCY de 103 RTR com o emprego do
ensaio enzimatico Homocysteine Enzymatic Assay RX SERIES - RANDOX (RANDOX
Laboratories Ltd, Crumlin, Reino Unido), adaptando as condi¢des recomendadas pelo
fabricante a nossa realidade laboratorial. O fundamento da técnica se baseia na
reducdo da HCY oxidase em HCY livre. A reacéo catalisada por CBS transforma o
produto da interagao entre HCY livre e serina em cistationina, que sera decomposta
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em homocisteina, piruvato e amdnia por agao da cistationina beta-liase (CBL). O

piruvato € entdo convertido em lactato pela agdo da enzima lactato desidrogenase
(LDH) e coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH). A taxa de converséo
de NADH em NAD + é diretamente proporcional a concentracdo de HCY. De forma
resumida, 80 pL de soro foi adicionado a 200uL de Reagente 1 [NADH, LDH, serina,
Trizma base, trizma hydrochloride, Azida de sodio - (primeira leitura)] e apds 80
segundos foi adicionado 20 yL de Reagente 2 (CBS, CBL e Azida de sodio). Foi
realizada uma adaptagao para as leituras cinéticas em comprimento de onda a 340
nm em leitora de microplacas Multiskan GO (Thermo scientific, Massachusetts,
Estados Unidos da América) no laboratorio CT vacinas, no Centro Tecnoldgico BHtec
da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais. O método
utilizado se baseia na utilizagdo de dois calibradores (nivel zero e nivel um) (RANDOX
Laboratories Ltd, Crumlin, Reino Unido) para leitura linear.

Uma curva padrédo foi construida para interpolacdo das absorbancias das
amostras para obtencido das concentracdes de HCY. Os valores médios relatados
pelo fabricante para individuos saudaveis foram de 5 — 20 ymol/L, sendo linear até
47,9 umol/L e com sensibilidade de deteccéo a partir de 1,74 pmol/L.

4.2.4.3 Avaliacao da atividade plasmatica da ADAMTS13

O ensaio ACTIFLUOR™ ADAMTS13 Activity (Sekisui diagnostics, Stamford —
Estados Unidos da Ameérica) foi utilizado para determinar a atividade enzimatica da
ADAMTS13 de 73 RTR, em amostras de PPP, seguindo rigorosamente as instrugdes
do fabricante. O ensaio se baseia na metodologia de Fluorescence resonance energy
transfer, (FRET). Resumidamente, o ensaio permite mensurar a atividade da
ADAMTS13 do plasma a ser testado através da agao de clivagem proteolitica entre
os residuos de tirosina e metionina de um substrato de gmFvW acoplado ao
fluorocromo ALEXA-86. A clivagem desacopla o fluorocromo, o que permite a
liberacdo do sinal fluorescente. O aumento da fluorescéncia ao longo do tempo (Vmax)
€ monitorado a 37°C em espectrofluorimetro (Fluoroskan Ascent, Thermo
Laboratories, Massachusetts, Estados Unidos da América), sendo proporcional a
atividade da ADAMTS13 no plasma. Ao final da leitura, uma curva foi construida

interpolando os valores de Vmax na curva padrao, construida com a utilizacdo de
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plasma normal com concentragdo conhecida de ADAMTS13. O fabricante nao fornece

valor de referéncia, no entanto cita a existéncia de um intervalo esperado para
individuos saudaveis, média de 666 ng/dL (+135 ng/dL), obtido a partir de um estudo
com 234 individuos. O ensaio foi realizado no Laboratério de Hematologia da

Universidade Federal de Sdo Jo&o del-Rei, campus Dona Lindu, Divindpolis, Minas
Gerais.

4.2.4.4 Avaliacao da geracdo da trombina

A geracdo de trombina foi mensurada em 101 amostras de PPP, com o
emprego do meétodo de CAT (Thrombinoscope BV®, Maastricht, Holanda)
previamente padronizado por Duarte et al. (2017). A analise foi realizada no
Laboratorio Multiusuarios da Faculdade de Farmacia da UFMG. A FIGURA 5

representa de forma resumida, os passos praticos da execugdo da técnica de geragao
de trombina.

Figura 5 - Representagao esquematica da técnica de geragao de
trombina pelo método calibrated automated thrombogram (CAT)

12 incubac3o a 372C por 10 min no Ap6s a incubagdo, foi adicionado o FT em duas diferentes
N N Vi i concentragdes: alta concentragdo [HTF - 5 pM (PPP Reagent High -
STAGO®, Maastricht, Holanda)] e baixa concentragdo [LTF - 1 pM
‘ (PPP Reagent Low - STAGO®, Maastricht, Holanda)]
F 80 pL- PPP 80 pL- PPP 80 L- PPP ‘
m Tampao HNBSA| | Tampéao HNBSA| | Tampéo HNBSA| |
+ + + ; Adigdo FLUCA (Fluca-Kit — STAGO®)
lib LTF (1 pM HTF (5 pM g
— Cali 'ido'es (l PM) l( PM) + Célcio em toda a placa pelo
Fluoroskan 2 3 alls ¢ 7 &f 9 10 11 1 fluorimetro e posterior incubagdo
Ascent, Thermo .
P LTF LTF (HTF) HTF HT a 372C por 60 min.
Laboratories® A [FAKE(Cal. 5 (cal13 (Cal2fpool) LZF 26) (24) P°°'-\ WASTIASY) P
LTF) (LTF LTF HTF‘ /HTF) (HTF) (HT
05 pogos FALCOS mmp | FAKE cal.6 (cat14 Cal22fLTF) (HF) (EF s) ) Ce) Gr) Gs
(FAKE) necessarios L (CAL) Cart (caz3 | CTF) (LTF) (L1e LTF) /HTF“ (HTF) ’HTF; (HT Fluoroskan Ascent, Thermo
para a corregado da FAKE|Cal- 7 Ca 2/ 10/ ‘48 N0/ \4g/ \26 Laboratories®
pipetagem do CAL, LTF\ (LTF\ (LTF LTF (HTF\ (HTF\ (HTF) (HT
aparelho D (et G- 8 €ata Ca2lfF) () (G9) () (5) (1) Gg) (=2 F
LTF\ (LTF) (LTF LTF T | (ATF\ (HTF) (HTF :
Elcal. 1 (cat. g (e 17 G120 7)) (57) (5 ) ( o) a2) 20/ \28 [~ — =)
LTF| (LTF) (LTF, ( HTF: HTP\ (HTF) [
F (cal. 2 a0 (cat1a o280 =27) (5) () ) () Ga) () ( ) —
< TP\ (LTF (LTF HTF\ HTF) (HTF)
G (cal. 3 Cal.11 (Cal19 (cq127 6 14 22 ) ( 6 /14 )\ 22) A\ )
/LTF\, (LTF\, /LTF, (HTF\ (HTF\ (HTF [
H Cal. 4 Cal.12 Cal.20 (car28l ~ ) (5 ) ( 23 ) 7) (1s) (23) ( )

Legenda: Em uma placa de 96 pogos foram adicionados 80uL de amostras de PPP (descongeladas
em banho-maria a 37°C) juntamente com 5 pL de tamp&o composto por Hepes 20 mM, NaCl 140 mM
e albumina de soro bovino (BSA) a 5 g/L (HNBSA). Em pogos distintos, colocar 80uL de amostras de
PPP juntamente com 20 pL do calibrador (Thrombin Calibrator - STAGO®, Maastricht, Holanda), e 5
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ML de HNBSA. Em seguida, incubar a placa a 37° C por 10 minutos em fluorimetro (Fluoroskan Ascent,
Thermo Laboratories, Massachusetts, Estados Unidos da Ameérica). Apds a incubagdo, foram
adicionados aos pogos contendo apenas as amostras de PPP, 20 uL de FT em duas diferentes
concentragbes, com o intuito de mimetizar as condigbes avaliadas nas antigas vias extrinseca e
intrinseca, sendo alta concentragéo do fator tissular [HTF - 5 pM (PPP Reagent High - STAGO®,
Maastricht, Holanda)] e baixa concentragdo [LTF - 1 pM (PPP Reagent Low - STAGO®, Maastricht,
Holanda)], respectivamente. Em seguida, 20 uL de substrato fluorescente contendo o calcio (Fluca-Kit
— STAGO®, Maastricht, Holanda) foram adicionados pelo dispenser do fluorimetro em todos os pogos
da placa, a qual foi imediatamente incubada no equipamento procedendo-se a uma leitura por um
periodo de 60 minutos. Fonte: Produzida pela autora (2020).

A geragdo de trombina é diretamente proporcional a clivagem do substrato
fluorescente durante o tempo pré-definido de leitura, proporcionando a construgéo de
uma curva de tempo (minutos) versus concentragao de trombina gerada (nM) com a
utilizacdo do software Thrombinoscope® (STAGO®, Maastricht, Holanda), que
também foi utilizado para o calculo dos seguintes parametros de geragéo de trombina:
LAGTIME; ETP; TTPEAK e PEAK. Os parametros citados foram avaliados em ambas
as concentracgoes de FT testados (HTF e LTF). Os valores de referéncia e o limite de

detecgao nao sao fornecidos pelo fabricante.

4.2.5 Analise estatistica

A normalidade dos dados foi testada pelo método Shapiro-Willk. A comparacao
entre dois grupos foi realizada utilizando-se o teste “t” de Student para as variaveis
continuas e paramétricas e para as variaveis nao-paramétricas utilizou-se o teste
Mann-Whitney. A comparagao das medianas entre 3 grupos ou mais foi realizada pelo
teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pos teste de Dunn’s. As variaveis categoricas
foram comparadas pelo teste de qui-quadrado de Pearson assintotico ou teste exato
de Fisher.

A investigacao de correlagdes entre os parametros avaliados foi realizada pelo
método de Pearson para variaveis quantitativas e Spearman para variaveis
qualitativas. As variaveis incluidas na analise foram: idade; sexo, tipo de doador;
tempo pos-transplante; presenga de dislipidemia, atividade de ADAMTS13; niveis de
ETP-LTF, ETP-HTF, endocan, homocisteina, creatinina, colesterol total, triglicerideos,
HDL, LDL, hemoglobina; contagem de plaquetas e valor de eRFG. A interpretagédo do
coeficiente de correlagdo foi baseada no estudo de MUKAKA (2012), no qual

correlagdes (r) entre 0,00 a 0,30 (0,00 a -0,30) foram consideradas despreziveis; 0,30
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a 0,50 (-0,30 a -0,50) fracas; 0,50 a 0,70 (-0,50 a -0,70) moderadas; 0,70 a 0,90 (-0,70

a -0,90) fortes; 0,90 a 1,00 (-0,90 a -1,00) muito fortes.

Anadlises de regresséo linear univariada e multivariada foram realizadas para
avaliar o grau de associagao entre as variaveis independentes (idade; sexo, tipo de
doador; tempo pos-transplante; presenca de dislipidemia, creatinina, valor de eRFG,
colesterol total, triglicerideos, HDL, LDL, hemoglobina, global de leucdcitos, e
contagem de plaquetas) e os niveis dos biomarcadores avaliados (endocan,
homocisteina, atividade de ADAMTS13 e geragdo de trombina). As variaveis nao-
paramétricas foram apresentadas como mediana e intervalo interquartil (IQ) e as
variaveis paramétricas como média e desvio-padrdo (SD). As analises estatisticas
foram realizadas com a utilizagdo dos programas SPSS (versdo 23.0) e GraphPad
PRISM (versao 7.0) e foram consideradas como diferengas significativas valores de p
< 0,050.

4.3 Avaliacao longitudinal prospectiva

Com o intuito de avaliar a presenga de episodios de rejeicao ao enxerto ao longo
do tempo entre os participantes do estudo e sua associagdo com os marcadores
laboratoriais de interesse (geragao de trombina, atividade de ADAMTS13, endocan e
homocisteina), foram realizadas consultas aos prontuarios clinicos. Esta analise
possibilitou também a avaliagdo da frequéncia de ocorréncias de outros desfechos de
relevancia, como presenca de infec¢des, neoplasias e eventos cardiovasculares.

A avaliagao dos prontuarios fisicos foi realizada no Ambulatorio Bias Fortes, do
Hospital das Clinicas da UFMG, entre os meses de julho de 2020 a janeiro de 2022,
ap6s renovacdao do Termo de Responsabilidade: Acesso a dados em formato
eletrénico para fins de pesquisa (ANEXO C). A consulta aos registros médicos foi
possivel para 110 RTR. O tempo de seguimento estipulado foi de 5 anos (60 meses)
a partir da data de inclusdo no estudo, sendo esta coincidente com a data de coleta
das amostras bioldgicas. Os anos consultados foram compreendidos entre agosto de
2016 a dezembro de 2021. Uma ficha clinica (APENDICE C) foi utilizada para registro
em papel das informagdes clinicas e laboratoriais dos participantes ao longo do
seguimento para posterior analise descritiva e de sobrevivéncia (analise tempo —

desfecho).
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As variaveis clinicas e laboratoriais extraidas dos prontuarios fisicos foram:

episodios de rejeicdo, tipo de rejeicdo, perda do enxerto, realizacdo de novo
transplante, presengca de comorbidades/doencgas (neoplasias, infec¢des, disturbios
gastrointestinais, doengas cronicas), medicamentos em uso e Obito. Dentre as
variaveis laboratoriais tivemos a creatinina sérica, ureia, dosagem de hemoglobina,
global de leucécitos, contagem de plaquetas, colesterol total, triglicerideos, HDL e
LDL. As analises foram realizadas anualmente, com data de obteng¢do dos dados o
mais proximo possivel do més de inclusdo no presente estudo, para que pudessem

refletir este acompanhamento anual.

4.3.1 Analise de sobrevivéncia (anadlise tempo - desfecho) — curva de Kaplan
Meier

A analise de sobrevivéncia, também chamada como analise de tempo-
desfecho, foi utilizada para estimar a curva de sobrevivéncia, no caso a ocorréncia de
rejeicdo ao enxerto (evento dependente) em relagdo ao tempo de seguimento, em
comparagao aos niveis dos marcadores mensurados na avaliacdo transversal. A
analise fornece a fragdo de RTR que ndo apresentou o desfecho rejeigdo ao longo do

tempo e que nao foo “censurado”, termo usado para a interrupgao do seguimento.

Foi considerado um evento “censurado” quando a interrupgdo ao seguimento
do estudo ocorreu antes dos 60 meses, ndo sendo associada a rejeicdo ao enxerto,
tais como: O6bito por causas nao renais, abandono do acompanhamento pds-
transplante, auséncias de informagdes nos prontuarios meédicos e a nao obtenc¢ao dos
dados atuais dos pacientes em acompanhamento no setor de nefrologia. E importante
ressaltar que o desfecho rejeicdo ao enxerto foi considerado um evento de saida do
estudo, ou seja, evento uUnico que ao ocorrer interrompe o
seguimento/acompanhamento do paciente antes do final do estudo (60 meses).

Foi utilizado o estimador ndo paramétrico de Kaplan-Meier, onde o tempo de
seguimento foi de 60 meses, o evento “desfecho” considerado foi a ocorréncia da
rejeicdo ao enxerto e como fatores de observagdo, cada biomarcador [endocan,
homocisteina, atividade de ADAMTS13 e geragéo de trombina (parametros da curva:
ETP-LTF e ETP-HTF)] foi categorizado em dois grupos, tendo como ponto de corte o
valor da mediana para o marcador. Como podemos observar no QUADRO 1. As
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curvas obtidas pela analise de Kaplan-Meier foram comparadas entre si por meio do

teste de log rank, com valor de p=0,050, como nivel de significancia.

Quadro 1 - Estratificagdao dos grupos para os biomarcadores endocan,
homocisteina, atividade de ADAMTS13, ETP — LTF e ETP - HTF

GRUPOS
Parametro (n) Inferior a mediana (n) Superior a mediana (n)
Endocan (77) Menor que 5,05ng/mL (38) Maior ou igual a 5,05 ng/mL (39)
Homocisteina (98) Menor que 19,95umol/L (46) Maior ou igual a 19,95 pmol/L (52)
Ativ. de ADAMTS13 (68) | Menor que 663,8ng/mL (33) Maior ou igual a 663,8 ng/mL (35)
ETP — LTF (96) Menor que 1802,00nM.min (47) Maior ou igual a 1802,00nM.min (49)
ETP - HTF (87) Menor que 1965,00nM.min (42) Maior ou igual a 1965,00nM.min (45)

Legenda: Os valores de mediana de cada parametro foi utilizado como ponto de corte para a
estratificacdo dos grupos. ETP — LTF: potencial enddégeno de trombina em baixa concentragao de
fator tissular; ETP — HTF: potencial enddégeno de trombina em alta concentragao de fator tissular.
Fonte: produzida pela autora.



48
5 RESULTADOS

5.1 Analise transversal

5.1.1 Caracterizagdao clinica e demografica dos pacientes transplantados renais

O presente estudo transversal contou com a participagao de 115 RTR, sendo
66 do sexo masculino (57,4%) e 49 do sexo feminino (42,6%). A mediana para a idade
foi de 43,93 anos (idade minima = 18 anos e maxima = 78 anos). O doador falecido
foi mais frequente (64,3%). A mediana para o tempo pos-transplante foi de 76 meses
(variando entre 4 a 335 meses). Na TABELA 1 estao representadas as demais

caracteristicas clinicas e demograficas da populagao estudada.



Tabela 1 — Caracterizacao clinica e laboratorial dos pacientes transplantados renais
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Parametros C1 (n=66) C2 (n=49) R1 (n=52) R2 (n=63) T1 (n=23) T2 (n=25) T3 (n=32) T4 (n=35) (::‘t::.))

Idade [anos (SD)] 42,3 (14,2) 46,5 (14,1) 47,5 (13,6) 41,3 (14,2) 42,2 (15,9) 40,3 (14,4) 45,6 (12,58) 46,0 (14,7) 43,93 (14,34)
Sexo [n (%)]

Masculino 34 (51,5) 32 (65,3) 30 (57,7) 36 (57,1) 15 (65,2) 13 (52,0) 19 (59,4) 19 (54,3) 66 (57,4)

Feminino 32 (48,5 17 (34,7) 22 (42,3) 27 (42,8) 8 (34,8) 12 (48,0) 13 (40,6) 16 (46,0 49 (42,6
Doenga base da DRC [n (%)]

Glomerulosclerose 15 (22,7) 15 (30,6) 15 (28,8) 15 (23,8) 4(17,4) 7 (28,0) 10 (31,2) 9 (25,7%) 30 (26,0)

Nefroesclerose hipertensiva 15 (22,7) 10 (20,4) 13 (25,0) 12 (19,0) 4(17,4) 6 (24,0) 2(6,2) 13 (37,1%) 25(21,7)

Nefropatia diabética 6(9,1) 2 (4,0) 2(3,8) 6 (9,5) 2(8,7) 2(8,0) 4(12,5) 0 (0,0%) 8(6,9)

Outras causas’ 19 (34,7) 6 (12,2) 8 (15,4) 17 (27,0) 7 (30,4) 4 (16,0) 7(21,9) 7 (20,0%) 25(21,7)

Etiologias desconhecidas 10 (15,1) 11 (22,4) 9 (17,3) 12 (19,0) 5(21,7) 6 (24,0) 7(21,9) 3(8,6%) 21(18,3)

N&o informado 1(1,5) 5(10,2) 5(9,6) 1(1,6) 1(4,3) 0(0,0) 2(6,2) 3(8,6%) 6(5,2)
Tempo pos-transplante [meses (1Q)] 76,0 (94,8) 72 (138) 74 (139) 78 (81) 12 (11) 45 (19) 85 (29) 180 (202) 76 (99,6)
Idade do enxerto [meses (1Q)] 504 (260) 613 (160) 613 (166) 480 (263) 295 (381) 523 (88) 601 (203) 610 (298) 535,5 (252,7)
Tipo de doador [n (%)]

Falecido 45 (68,2) 29 (59,2) 30 (57,7) 44 (69,8) 18 (78,3) 14 (56,0) 24 (75,0) 18 (51,4) 74 (64,3)

Vivo 21(31,8) 20 (40,8) 22 (42,3) 19 (30,1 5(21,7) 11 (44,0) 8 (25,0) 17 (48,6) 41 (35,6
Terapia imunossupressora [n (%)]

Tacrolimus 46 (69,7) 27 (55,1) 26 (50,0) 47 (74,6) 18 (78,3) 22 (88,0) 17 (53,1) 16 (46,0) 73 (63,5)

Ciclosporina 11 (16,7) 11 (22,4) 15 (28,8) 7(11,1) 2(8,7) 2(8,0) 3(9,4) 15 (42,8) 22 (19,1)

Rapamicina 9 (13,6) 11 (22,4) 11 (21,1) 9 (14,3) 3(13,0) 1(4,0) 12 (37,0) 4(11,4) 20 (17,4)

Dados clinicos e laboratoriais
Glicose [mg/dL (SD)]
Colesterol total [mg/dL (SD)]
Trigliceridios [mg/dL (SD)]
Colesterol HDL [mg/dL (SD)]
Colesterol ndo-HDL [mg/dL (SD)]
Creatinina [mg/dL (1Q)]
eRFG [mL/min/1,73m?(SD)]
Hemoglobina [mg/dL (IQ)]
Hematocrito [%(1Q)]

Plaquetas [uL (SD)]

95,26 (22,61)
184,30(36,54)
152,55 (70,52)
51,91 (14,46)
133,10 (34,45)
1,07 (0,31)
85,1 (27,44)
14,50 (3)
42,45 (9)

23342525
(65560,03)

102,64 (45,70)
188,030 (39,40)
166,61 (67,50)
48,56 (14,23)
142,11 (36,90)
1,92 (0,93)
40,80 (16,04)
12,85 (4)
39,40 (11)

202348,83
(60367,87)

102,65 (43,21)
189,42 (33,52)
161,00 (64,41)
49,02 (13,49)
139,66 (34,70)
1,84 (1,01)
40,04 (16,14)
12,56 (2,37)
38,74 (7,89)

210666,26
(67456,72)

94,70 (23,11)
182,97 (40,37)
155,56 (74,03)
51,92 (15,10)
133,75 (36,16)
1,07 (0,32)
87,88 (24,81)
14,32 (1,85)
43,42 (5,91)

227948,94
(62484,60)

92,88 (14,56)
183,83 (48,92)
168,50 (62,54)
51,27 (11,21)
139,40 (47,04)
1,43 (0,82)
69,15 (44,93)
15,80 (3)
45,80 (10)

216500
(60158,85)

95,45 (16,82)
175,021 (34,96)
143,16 (71,38)

46,44 (9,12)
128,58(37,53)

1,23 (0,92)

65,61 (32,16)

12,80 (3)
38,0 (8)

223360,0
(57053,0)

96,48 (23,48)
199,0 (39,22)
161,33 (79,26)
56,13 (16,32)
142,27 (36,23)
1,29 (0,56)
70,89 (24,01)
14,40 (3)
44,10 (9)

21031344
(66997 4)

103,66 (50,96)
180,52 (28,04)
160,33 (64,37)
48,12 (16,15)
133,12 (26,91)
1,24 (0,84)
61,36 (29,79)
12,75 (2)
39,15 (9)

231896,47
(650285,20

98,09 (33,53)
185,12 (37,19)
157,90 (60,66)
50,60 (14,42)
135,68 (35,11)
1,28 (0,71)

66,38 (31,96)

14,14 (4,08)
40,26 (8,21)

220842,47
(650085,03)
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Legenda: C1: niveis de creatinina menor ou igual a 1,4 mg/dL; C2: niveis de creatinina maior a 1,4
mg/dL; R1: ritmo de filtragdo glomerular estimado (€RFG) menor ou igual a 60 mg/min/1,73m?; R2:
ritmo de filtragédo glomerular estimado (eRFG) maior que 60 mg/min/1,73m?; T1: tempo pos-transplante
entre 3 a 24 meses; T2: tempo pés-transplante entre 25 a 60 meses; T3: tempo pdés-transplante entre
61 a 120 meses e T4: tempo pds-transplante maior que 120 meses. T Outras causas de doenca de
base: Rins policisticos, Lupus eritematoso sistémico, Atresia renal congénita, Sindrome Hemolitica
Urémica, Sindrome de Fanconi, esquistossomose, mielomeningocele, glomerulonefrite,
microangiopatia trombodtica e hidronefrose. Os dados paramétricos estdo apresentados como média e
desvio padrao - SD (Pearson). Dados de frequéncia (%) foram analisados pelo teste T ou pelo teste
exato de Fisher. IMC: indice de massa corporal; DRC: doenga renal cronica. Fonte: produzida pela
autora (2022).

5.1.2 Avaliagao dos niveis plasmaticos da endocan

Foram avaliados os niveis plasmaticos da endocan em 80 RTR, sendo a
mediana (1Q) de 5,05 ng/mL (3,59) para a populagao total. A comparacédo da mediana
entre os grupos possibilitou observar que os RTR com fungdo renal reduzida,
avaliados pelos niveis de creatinina e eRFG, grupos C2 [5,75 ng/mL (6,03)] e R1 [5,88
ng/mL (6,06)] respectivamente, apresentaram maior concentragdo plasmatica da
endocan, em comparagao com os RTR com melhor fungao de filtragdo renal, grupos
C1 [4,81 ng/mL (2,31) e R2 4,62 ng/mL (10,16)], com valores de p<0,02, como
representado na FIGURA 6 (A e B). Ao avaliar os niveis da endocan em relagao ao
tempo pos-transplante, niveis mais baixos da endocan foram encontrados entre os
RTR com maiores tempos pos-transplante (grupo T4) em relagéo aos transplantados
mais recentes (grupo T1) [T1= 6,25 ng/mL (5,07); T2= 4,88 ng/mL (3,36); T3= 5,09
ng/mL (1,48) e T4= 3,99 ng/mL (3,60), com valor de p=0,026. A FIGURA 6 C mostra
as comparagoes entre as medianas (IQ) da endocan nos grupos estudados.

Figura 6 - Niveis de endocan em 80 pacientes transplantados renais
distribuidos em grupos de acordo com a fungao de filtragao renal, avaliada
pelos niveis de creatinina e ritmo de filtragdao glomerular estimado (eRFG), e

tempo poés-transplante
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Legenda: A: grupos baseados nos niveis de creatinina sérica [C1: £1,4mg/dL (n=46) e C2: >1,4 mg/dL
(n=34)]; B: grupos baseados no ritmo de filtragdo glomerular estimado - eRFG [R1: <60 mL/min/1,73m2




51

(n=34) e R2: > 60 mL/min/1,73m2 (n= 46)]; C: Grupos baseados no tempo pods-transplante [T1: 1 a 24
meses (n = 20), T2: 25 a 60 meses (n = 16), T3: 61 a 120 meses (n= 22) e T4: acima de 120 meses

pos-transplante (n= 21)]. NS: n&o significativo; valor de p < 0,050 como significativo. Fonte: produzida
pela autora (2022).

5.1.3 Avaliagao dos niveis séricos de Homocisteina

Foram avaliados os niveis séricos de HCY em 105 RTR, sendo 19,95 umol/L
(11,96) o valor da mediana (IQ) para a populacéo total. Niveis aumentados de HCY
foram observados entre os RTR com prejuizo da fungao renal de filtragcdo, avaliada
por meio da creatinina sérica, grupos C2 [22,33 pmol/L (18,35)] e do eRFG, grupo R1
[22,87 ymol/L (21,23)], em comparag&o aqueles com fungéo renal preservada, grupo
C1[18,59 pymol/L (10,95)] e grupo R2 [18,59 umol/L (11,18)], com valores de p<0,02,
como representado na FIGURA 7 (A e B). Nao houve diferengas significativas em
relagdo aos grupos distribuidos de acordo com o tempo pos-transplante. Por outro
lado, observa-se uma elevagao de homocisteina com o passar do tempo [T1 = 18,52
pumol/L (12,10); T2 = 18,66 umol/L (5,78); T3 =22,8 umol/L (13,36) e T4 = 21,99 umol/L
(11,35)], porém, néao significativo.

Figura 7 - Niveis de homocisteina em 105 pacientes transplantados renais
distribuidos em grupos de acordo com a fungao de filtragao renal, avaliada por
meio da creatinina sérica e ritmo de filtragao glomerular estimado (eRFG), e
tempo poés-transplante
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Legenda: A: grupos baseados nos niveis de creatinina sérica [C1: £1,4mg/dL (n = 60) e C2: >1,4 mg/dL
(n = 43)]; B: grupos baseados no ritmo de filtracdo glomerular estimado - eRFG [R1: < 60
acima de 120 meses poés-transplante (n= 31)]. NS: nao significativo; Valor de referéncia para HCY: 5 -
20 pmol/L; Valor de p < 0,050 como significativo. Fonte: produzida pela autora (2022).
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5.1.4 Avaliagao da atividade plasmatica da ADAMTS13

A atividade de ADAMTS13 plasmatica foi avaliada em 73 RTR, sendo 663,80
(198,9) o valor da mediana (IQ) para a populagdo total. Nao foram observadas
diferencas significativas entre as medianas (IQ) de atividade de ADAMTS13 entre os
grupos avaliados, conforme FIGURA 8 [C1 = 646,40 ng/mL (247,4); C2 = 666,60
ng/mL (186,5); R1 = 663,80 ng/mL (149,1); R2 = 670,30 ng/mL (244,2); T1= 709,10
ng/mL (295,5); T2 = 663,8 ng/mL (168,1); T3 = 680,5 ng/mL (218,0) e T4 = ng/mL
632,2 (227,7)].

Figura 8 - Atividade de ADAMTS13 em 73 pacientes transplantados renais
distribuidos em grupos de acordo com a fungao de filtragao renal, avaliada por
meio da creatinina sérica e ritmo de filtragao glomerular estimado (eRFG), e
tempo poés-transplante
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Legenda: A: grupos baseados nos niveis de creatinina sérica [C1: £1,4mg/dL (n = 60) e C2: >1,4 mg/dL
(n = 43)]; B: grupos baseados no ritmo de filtracdo glomerular estimado - eRFG [R1: < 60
mL/min/1,73m? (n= 46) e R2: > 60 mL/min/1,73m? (n= 57)]; C: grupos baseados no tempo pds-
transplante [T1: 1 a 24 meses (n = 21), T2: 25 a 60 meses (n = 23), T3: 61 a 120 meses (n= 26) e T4:
acima de 120 meses pos-transplante (n= 31)]. NS: nao significativo; Valor de p < 0,050 como
significativo. Fonte: produzida pela autora (2022).

5.1.5 Avaliagao da geracao de trombina

As comparagdes entre os niveis medianos de trombina gerada entre os grupos,
estratificados de acordo com a fungao de filtragao renal (niveis de creatinina e eRFG)
demonstraram uma maior geragao de trombina, mensurada pelo parametro ETP, em
ambas as concentragbes de FT (LTF e HTF) entre os RTR com menores niveis de
creatinina (grupo C1) em comparagao aqueles com maiores niveis de creatinina sérica

(grupo C2), com valores de p<0,05 para todas as analises. Nao foram observadas
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diferencgas estatisticamente significativas para os parametros LAGTIME e TTPEAK em

ambas as concentracbes de FT. As FIGURAS 9 e 10 representam graficamente a

curva de geragao de trombina obtida para ambas as concentracées de FT e as

comparagdes dos valores medianos (IQ) dos parametros de geragdo de trombina

entre os grupos avaliados, de acordo com os niveis de creatinina (C1e C2).

Figura 9 - Curva da geracao de trombina em 101 pacientes transplantados
renais distribuidos em grupos de acordo com os niveis de creatinina
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Legenda: A e B: grupos baseados em niveis de creatinina (C1: < 1.4 mg/dL e C2: >1.4 mg/dL) avaliados

em (A) baixa concentragao de fator tissular (Low Tissue Factor — LTF) e (B) alta concentragao de fator
tissular (High Tissue Factor — HTF). Fonte: produzida pela autora (2022).

Figura 10 - Parametros da geragao de trombina em 101 pacientes

transplantado renais distribuidos em grupos de acordo com os niveis de

creatinina

154 NS 4000- p =0,008 800~ NS
< = =
£ £ 3000 2 6004
& 10+ m s : e

(=
z W 20004 5 4001 i
= ) 5 X
: o . 5
15} = 1000+ 7 200+ 4
< L
-
0 T T 0 0 T 1
» i o Vi
D NS -
201 NS 5 — 4000+ p=0,009
z — T

- <, __I__ =

é 15+ é oo 'E 3000+ : 3

~ [

|-'_|- oqge® f:'—: 3+ | eccsccce | ::: E b 7O ;

Y 104 o £ 20004 [Fgsess

< = = % X ik = ““fe e

Ll [ o S

g 51 Q 4 £ 10004

— < w —

0 T T 0 T T 0 T —
oN ()q' (:\ (;1' o\ o'\'

\continua




54
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Legenda: Grupos baseados em niveis de creatinina (C1: < 1.4 mg/dL e C2: >1.4 mg/dL) avaliados em
baixa concentragéo de fator tissular (Low Tissue Factor — LTF) e alta concentragéo de fator tissular
(High Tissue Factor— HTF). A, B, C e D: LAGTIME, ETP, PEAK e TTPEAK, respectivamente, em baixa
concentragao de fator tissular (LTF). E, F, G e H: LAGTIME, ETP, PEAK e TTPEAK, respectivamente,
em alta concentragéo de fator tissular (HTF). LAGTIME (tempo para inicio da geragdo de trombina);
ETP (Potencial endégeno de trombina); PEAK (concentragdo maxima de trombina); TTPEAK (tempo
para atingir a concentragdo maxima de trombina). C1: niveis de creatinina sérica < 1,4 mg/dL; C2: niveis
de creatinina sérica 21,4 mg/dL; NS: ndo significativo; valor de p < 0,050 como significativo. Fonte:
produzida pela autora (2022).

Nao houve diferengas significativas entre os parametros da geragao de trombina
nos grupos estratificados de acordo com eRFG. As Figuras 11 e 12 representam
graficamente a curva de geragao de trombina obtida para ambas as concentragdes de
FT e as comparagbes dos valores medianos (IQ) dos parametros de geragédo de
trombina entre os grupos avaliados de acordo com 0 eRFG (R1 e R2).

Figura 11 - Curva da geracao de trombina em 101 pacientes transplantados
renais distribuidos em grupos de acordo com o ritmo de filtragao glomerular

estimado (eRFG)
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Legenda: A e B: grupos baseados no ritmo de filtragdo glomerular estimado (eRFG) (R1 < 60
mL/min/1,73m? e R2 > 60 mL/min/1,73m?) avaliados em (A) baixa concentragdo de fator tissular (Low
Tissue Factor — LTF) e (B) alta concentragéo de fator tissular (High Tissue Factor — HTF). Fonte:
produzida pela autora (2022).
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Figura 12 - Parametros da geragao de trombina em 101 pacientes
transplantados renais distribuidos em grupos de acordo com o ritmo de
filtragao glomerular estimado (eRFG)
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Legenda: Grupos baseados no ritmo de filtragao glomerular estimado (R1: < 60 mg/min/1,73m? e R2 >
60 mg/min/1,73m?) avaliados em baixa concentragéo de fator tissular (Low Tissue Factor — LTF) e alta
concentragao de fator tissular (High Tissue Factor — HTF). A, B, C e D: LAGTIME, ETP, PEAK e
TTPEAK, respectivamente, em LTF. E, F, G e H: LAGTIME, ETP, PEAK e TTPEAK, respectivamente,
em HTF. LAGTIME (tempo para inicio da geragéo de trombina); ETP (Potencial endégeno de trombina);
PEAK (concentragdo maxima de trombina); TTPEAK (tempo para atingir a concentragdo maxima de
trombina). R1: ritmo de filtragdo glomerular estimado < 60 mL/min/1,73m?; R2: ritmo de filtragao
glomerular estimado > 60 mL/min/1,73m?; NS: n&o significativo; valor de p < 0,050 como significativo.
Fonte: produzida pela autora (2022).

Em ambos os modelos realizados com diferentes concentracdes de FT, foi
observada maior geracdo de trombina (valores maiores de ETP e peak) entre os
grupos com maiores tempos pos-transplante (T3 e T4) em comparagéo com 0s grupos
com tempos pos-transplante recentes (T1 e T2), sendo todos os valores de p<0,05.
Nas Figuras 13 e 14 estdo representadas a curva de geragao de trombina obtida para
ambas as concentracbes de FT e as comparagdes dos valores medianos (1Q) dos
parametros de geracéo de trombina entre os grupos avaliados de acordo com o tempo
pos-transplante (T1, T2, T3 e T4).
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Figura 13 - Parametros e curva da geragao de trombina em 101 pacientes
transplantados renais distribuidos em grupos de acordo com o tempo pés-

transplante
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Legenda: A e B: grupos baseados no tempo pds-transplante (T1: 3 — 24 meses; T2: 25-60 meses; T3:
61-120 meses e T4: > 120 meses) avaliados em baixa concentracéo de fator tissular (Low Tissue Factor
— LTF) e alta concentragéo de fator tissular (High Tissue Factor — HTF), respectivamente. Fonte:
produzida pela autora (2022).

Figura 14 - Parametros e curva da geragao de trombina em 101 pacientes
transplantados renais distribuidos em grupos de acordo com o tempo pés-

transplante
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Legendas: grupos baseados no tempo pos-transplante (T1: 3 — 24 meses; T2: 25-60 meses; T3: 61-
120 meses e T4: > 120 meses) avaliados em baixa concentragéo de fator tissular (Low Tissue Factor
— LTF) e alta concentragao de fator tissular (High Tissue Factor — HTF). A, B, C e D: LAGTIME, ETP,
PEAK e TTPEAK, respectivamente, em LTF. E, F, G e H: LAGTIME, ETP, PEAK e TTPEAK,
respectivamente, em HTF. LAGTIME (tempo para inicio da geragdo de trombina); ETP (Potencial
enddégeno de trombina); PEAK (concentragdo maxima de trombina); TTPEAK (tempo para atingir a
concentragao maxima de trombina). T1: tempo pés-transplante entre 3 — 24 meses; T2: tempo pos-
transplante entre 25-60 meses; T3: tempo pds- transplante entre 61-120 meses e T4: tempo pos-
transplante > 120 meses; NS: ndo significativo; valor de p < 0,050 como significativo. Fonte: produzida
pela autora (2022).

5.1.6 Analise de correlagao e regressao linear

As principais correlagdes encontradas no presente estudo estdo representadas
na TABELA 2. No entanto, podemos observar que todas as correlacbes encontradas
foram fracas, como a correlagéo entre PEAK HTF vs triglicerideos (r=0,469; p= 0,000)
(MUKAKA, 2012).

Tabela 2 - Correlagao de Spearman entre os marcadores avaliados nos
pacientes transplantados renais

Pacientes transplantados

Parametros renais
r *p
Endocan vs creatinina 0,315 0,005
Endocan vs eRFG -0,317 0,005
ETP HTF vs tempo pés-transplante 0,312 0,003
ETP HTF vs triglicerideos 0,322 0,007
ETP LTF vs tempo pés-transplante 0,304 0,002
Homocisteina vs triglicerideos 0,374 0,001
PEAK HTF vs tempo pos-transplante 0,306 0,003
PEAK HTF vs triglicerideos 0,469 0,000
PEAK LTF vs triglicerideos 0,362 0,002

Legenda: eRFG: ritmo de filtragdo glomerular estimado; ETP: potencial endégeno de trombina; PEAK:
concentracdo maxima de trombina; LTF: baixa concentracao e fator tissular; HTF: alta concentracao de
fator tissular; p < 0,050 como significativo. Fonte: produzida pela autora (2022).

A anadlise de regressao linear foi realizada para investigar a associagéo entre
as variaveis clinicas e os niveis dos biomarcadores investigados. Através das analises
de regresséo linear foi possivel observar que o tempo pés-transplante foi considerado
uma variavel independente para o aumento da geragao de trombina avaliada pelo
parametro ETP em ambas as concentracdes de fator tissular [LTF: ODD = 0,25
(1C95% -0,02 — 3,77), p= 0,050] e [HTF: ODD = 0,26 (IC95% 0,08 — 3,95), p= 0,040].
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A contagem de plaquetas, colesterol ndo-HDL e triglicerideos também apresentam
associagdo com a geragao de trombina, porém apenas para os modelos univariados
(p<0,20).

O modelo multivariado para a endocan (variavel dependente) mostrou que o
fatoridade [ODD= 0,245 (1C95% 0,013 — 0,185), p= 0,025] pode ser considerado como
um fator influenciador para a elevacéo dos niveis da endocan.

Entre as variaveis clinicas e laboratoriais avaliadas, apenas os niveis de
triglicerideos apresentaram influéncia independente para a elevagdo de HCY no
plasma [ODD = 0,375 (1C95% 0,028 — 0,103), p=0,001].

Ndo foram observadas associagdes significativas para o biomarcador
ADAMTS13 na analise de regressé&o linear multivariada. A descricdo dos modelos
obtidos através da analise de regressao linear para os parametros avaliados se
encontram na TABELA 3.

Tabela 3 - Anadlise de regressao linear para os biomarcadores avaliados nos
pacientes transplantados renais

Variaveis dependentes Variaveis independentes OoDD IC 95% p*
Tempo pos-transplante 0,36 1,32 4,14 0,000
Modelo Hemoglobina -0,14 -41,66 7,27 0,160
univariado Plaquetas 0,23 0,00 0,00 0,020
(p < 0,200) Colesterol total 0,15 -1,16 5,57 0,190
ETP - LTF p=5 Triglicerideos 0,20 0,179 2,95 0,080
Colesterol nao-HDL 2,94 -0,714 -6,60 0,110
Modelo
multivariado Tempo pés-transplante 0,25 -0,02 3,77 0,050
(p = 0,050)
Modelo Tempo pos-transplante 0,38 1,55 4,78 0,00
univariado Plaquetas 0,16 -0,00 0,00 0,15
(p < 0,200) Triglicerideos 0,23 -0,04 3,92 0,05
ETP - HTF Model Tempo pos-transplante 0,26 0,08 3,95 0,041
multivariado Plaquetas 0,10 -0,00 0,00 0,402
(p < 0,050) Triglicerideos 0,20 -0,37 3,53 0,110
Modelo eRFG -0,295 -0,070 - 0,010 0,009
univariado Creatinina 0,432 1,135 3,235 0,000
(p < 0,200) Tempo pos-transplante 0,005 -0,015 0,015 0,044
Endocan ’ Uréia 0,471 0,046 0,137 0,000
Modelo
multivariado Idade 0,245 0,013 0,185 0,025
(p = 0,050)
eRFG -0,242 -0,154 -0,017 0,014
Modelo creatinina 0,234 0,519 5,344 0,018
univariado Tempo poés-transplante 0,168 -0,005 0,062 0,093
L (p < 0,200) Colesterol ndo-HDL 0,238 0,001 0,147 0,047
Homocisteina p=5 Triglicerideos 0,343 0,021 0,097 0,003
Plaquetas 0,157 0,000 0,000 0,132
Modelo
multivariado Triglicerideos 0,375 0,028 0,103 0,001
(p = 0,050)
Idade -0,213 -5,927 0,285 0,074
Modelo Tempo pos-transplante -0,224 -1,390 0,035 0,062
univariado Doador Falecido -0,184 -137,580 17,120 0,125
ADAMTS13 (p < 0,200) Colesterol total 0,189 -0,479 2,244 0,199
Plaquetas 0,237 0,000 0,001 0,060
Modelo
multivariado NS NS NS NS NS
(p = 0,050)
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Legenda: ETP: potencial enddégeno de trombina; LTF: baixa concentragéo e fator tissular; HTF: alta
concentracdo de fator tissular; IC: intervalo de confianga; ODD: odds ratio; p < 0,200 e p<0,050 como
significativos; NS: nao significativo. Fonte: produzida pela autora.

5.2 Analise longitudinal prospectiva

5.2.1 Anadlise descritiva

A partir da data de inclusdo no estudo, os pacientes transplantados renais
foram acompanhados ao longo de 5 anos, por meio da consulta aos registros médicos.
Foi possivel a avaliagao dos registros médicos de 110 RTR. Seis prontuarios estavam
indisponiveis para consulta. E importante ressaltar que ndo foram possiveis as
analises anuais para todos os participantes, o que gerou uma variagdo no numero de
participantes avaliados por ano de seguimento. Desta forma foram avaliados 81 RTR
no primeiro ano, 86 no segundo ano, 84 no terceiro ano, 72 no quarto ano e 72 no
quinto ano de seguimento. A variagdo no numero de RTR avaliados durante os anos
pode ser justificada por fatores como: a inconstancia nos acompanhamentos clinicos
ambulatoriais, uma vez que muitos pacientes n&o residem na regido metropolitana de
Belo Horizonte; ma aderéncia ao tratamento e a atual situagdo pandémica da COVID-
19, que impossibilitou a presencialidade para a maioria dos atendimentos de retorno
ambulatorial.

As principais complicacbes observadas dentre os participantes do estudo
foram: Infec¢cbes (50); rejeicdo ao enxerto (31), neoplasias (18), doencgas
cardiovasculares (15) e disturbios gastrointestinais (14). Trés O&bitos foram
confirmados. Dois deles foram associados a causas extra renais (choque séptico
pulmonar relacionado a infeccdo pelo SARS-COV-2 e choque séptico devido a
complicagdes de cancer urotelial da bexiga), para um RTR nao foi possivel a obtengao
da causa do o6bito.

A rejeigao celular foi a mais frequente (11), seguida da rejeicdo humoral (8).
Para seis RTR nao foi possivel a identificagao do tipo de rejeigao por ndo conter dados
sobre bidpsia do enxerto renal ou outra descricdo médica. Dez RTR perderam o
enxerto renal e foram encaminhados para o setor de pré-transplante do HC ou para
outra unidade de transplante renal. Destes, apenas um realizou a cirurgia de

retransplante em 2018, porém o paciente perdeu o enxerto novamente em 2019.
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Entre as neoplasias, o cancer de colo de utero (8), o carcinoma de pele nao
melanoma (4) e a miomatose uterina (4) foram os mais comuns.

As infec¢gdes mais comuns foram as respiratérias (21) e Infecgdo do trato
urinario (13). A infecgao por SARS-COV-2 foi a mais frequente (13) nos anos de 2020
e 2021. Todos estes pacientes que testaram positivo realizaram a testagem para a
COVID-19 pelo método de RT-PCR. Dentre eles, apenas um apresentou
complicagdes graves relacionadas a COVID-19 e foi a obito.

A trombose venosa profunda (TVP) foi a complicagdo cardiovascular mais
frequente, acometendo cinco RTR.

Ndo houveram diferengas significativas entre os anos para os dados
laboratoriais analisados. Uma tabela descritiva foi elaborada contendo todos os
achados clinicos e laboratoriais observados durante o seguimento e os principais
dados laboratoriais (APENDICE D).

Com intuito de verificar se os marcadores hemostaticos e endoteliais avaliados
no estudo transversal poderiam ter alguma influéncia sobre os eventos de rejeigdo ao
enxerto, foi realizada a comparacgao das frequéncias de RTR com e sem rejei¢c&o para
verificar se existia diferenca entre os RTR que tinham maiores niveis e/ou alteracdes

dos marcadores estudados.

5.2.2 Analise de sobrevivéncia (analise tempo-desfecho)

Uma curva de Kaplan Meier foi construida para observagao dos episodios de
rejeicdo ao enxerto ao longo de 60 meses e sua associagdo com valores medianos
dos biomarcadores avaliados na fase transversal (FIGURA 15).

Ndo houveram diferengas significativas entre as curvas de segundo o
parédmetro ETP-LTF da gerac&o de trombina (< 1802,00nM.min e = 1802,00nM.min);
ETP-HTF (< 1965,00nM.min e = 1965,00nM.min); a atividade de ADAMTS13 (<
663,8ng/mL e = 663,8ng/mL); os niveis plasmaticos da endocan (< 5,05ng/mL e =

5,05ng/mL) e os niveis plasmaticos de homocisteina (< 19,95umol/L e < 19,95umol/L).
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Figura 15 — Curvas de Kaplan Meier para os episodios de rejeigao ao
enxerto de acordo com os niveis de marcadores endoteliais e hemostaticos
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Legenda: ETP: potencial enddégeno de trombina; LTF: baixa concentragéo e fator tissular; HTF: alta
concentracdo de fator tissular. Fonte: produzida pela autora.
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6 DISCUSSAO

6.1 Caracterizagao clinica e demografica dos pacientes receptores do enxerto

renal

No presente estudo, ndo houve diferengas significativas entre os subgrupos
para as variaveis presentes na TABELA 1 (valor de p n&o informado na tabela). No
entanto, apesar da auséncia de significancia, foi possivel observar, por meio dos
dados totais, maior prevaléncia de homens [66 (57,4%)], doadores falecidos [74
(64,3%)] e o uso do imunossupressor tacrolimus [73 (63,5%)] entre os RTR.

Estudos mostraram que, para o ano de 2014, a prevaléncia para o sexo
masculino em dialise no Brasil foi de 58,0% e esses numeros se mantiveram mesmo
apos a realizagao do transplante renal (ABTO, 2016, 2017; SESSO et al., 2016). O
predominio do sexo masculino entre os receptores do enxerto renal é visto ndo apenas
no Brasil, mas em outros paises. Estudos mostraram que 0 sexo masculino esta mais
associado ao declinio da fungdo renal, se comparado ao feminino, devido a
caracteristicas intrinsecas masculinas como tamanho do rim, influéncias hormonais,
massa muscular e niveis de creatinina e maior incidéncia de fatores de risco classicos
como tabagismo, dislipidemia, obesidade e sindrome metabdlica (ISEKI, 2008;
SILBIGER; NEUGARTEN, 2008; COBO et al., 2016).

Desde o inicio da contabilizagdo dos transplantes de érgéos sélidos no Brasil,
a modalidade cirurgica com doadores falecidos € a mais frequente, isso se da devido
a campanhas do Ministério da Saude para a promogéo da captagao de 6rgaos e pelas
comissdes intra-hospitalares de captagdo e doagdo de 6rgaos (ABTO 2020, 2021).
Mesmo sabendo que existem vantagens relacionadas a qualidade do enxerto
proveniente do doador vivo sobre aqueles de doadores falecidos, a expectativa é de
aumento na captacdo de orgaos provenientes de doadores falecidos. Além disso,
espera-se algum risco para o doador vivo, variando de minimos a altos, tanto a curto,
meédio quanto a longo prazo (ABTO, 2019).

Varios sdo os fatores que influenciam a sobrevida do receptor e do enxerto
apo6s o transplante renal, como o tipo de doador, a idade do receptor e do enxerto, a
compatibilidade entre antigenos leucocitarios humanos (HLA), o tipo de terapia
imunossupressora, a doenga de base pré-transplante, a presenca de comorbidades e
os habitos de vida (KDIGO, 2003; ABTO, 2009; SESSO et al., 2016; MARTINS et al.,



63

2019). A escolha dos parametros apresentados na tabela de caracterizagéo clinica e
laboratorial (TABELA 1) se justificou devido a relevancia ja descrita. A ndo incluséo
de algumas informacgdes sobre habitos de vida, como tabagismo, pratica de exercicios
fisicos e ingestao de bebidas alcodlicas ocorreu devido aos dados incompletos nos
registros medicos avaliados e/ou a auséncia de autorrelato no momento de incluséo

no estudo.

6.2 Avaliagao transversal

6.2.1 Marcadores endoteliais: endocan e homocisteina

Ao avaliarmos os niveis plasmaticos de endocan, foram observadas
concentragdes elevadas entre os RTR com redugéo da fungao de filtragdo (altos niveis
de creatinina e redugao da taxa de filtragdo glomerular) e aqueles com o tempo pos-
transplante mais recente.

Niveis elevados de endocan ja foram associados a diversas condigdes clinicas,
como neoplasias, desordens inflamatorias, sepse, HAS, DRC e rejeicdo ao enxerto
(SCHERPEREEL et al., 2006; LI et al., 2012; AFSAR et al., 2014; KAO et al., 2014),
sendo considerado um valioso biomarcador para o progndstico destas alteragdes.
Outros estudos corroboram com os nossos achados ao observarem a elevagao dos
niveis de endocan com a reducdo da fungdo renal. O estudo de Yilmaz e
colaboradores (2014), por exemplo, avaliou os niveis de endocan entre pacientes com
DRC e observaram correlagdo negativa entre endocan e o eRFG. Os autores
afirmaram ainda que os niveis de endocan se correlacionaram de forma independente
com o0 aumento da mortalidade por todas as causas e com o0s eventos
cardiovasculares entre os pacientes com DRC avaliados.

Em 2012, o estudo de Li e colaboradores foi o primeiro a defender o emprego
da avaliacio dos niveis de endocan na pratica clinica, como um potencial biomarcador
da disfungdo do enxerto renal e da rejeicdo aguda. Uma vez que o endocan reflete a
les&o sofrida pelas células endoteliais glomerulares do enxerto renal, sendo a origem
da elevagao da endocan plasmatica, sua dosagem laboratorial seria de fato util como
um biomarcador com alta sensibilidade e especificidade apds o transplante renal.
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Além destes, outros estudos reforcaram a associagdo de altos niveis de
endocan com a redugao da funcgéo renal (LEE et al., 2014; SU et al., 2014; SOUZA et
al., 2016; BAO et al., 2018; Mc MILLAN et al., 2018; RAPIS et al. 2018). Malyszko e
colaboradores (2018) avaliaram os niveis dos marcadores da disfungdo endotelial
(endocan, FvW, Intercellular Adhesion Molecule 1 - ICAM, vascular cell adhesion
molecule 1 - VCAM) e marcadores inflamatorios (Proteina C reativa ultrassensivel —
usPCR e IL-6) de acordo com a fungdo renal entre pacientes transplantados renais.
Os niveis de endocan neste estudo se correlacionaram negativamente com o eRFG
e o tempo pds-transplante e positivamente com os niveis de creatinina, IL-6, FVW e
usPCR. Os autores concluiram ainda que existe um potencial papel do endocan como
biomarcador pos-transplante renal devido a sua correlagédo com a redugao da funcao
do enxerto e inflamacao. Estas poderiam estar associadas ao dano endotelial inicial
dos processos de rejeigao, a presenga de infecgao/ inflamacéo e a hipertensao.

E importante salientar que outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa
avaliam, paralelamente, biomarcadores inflamatorios neste mesmo grupo de
pacientes, o que nos permitira uma avaliagdo completa e conjunta no futuro.

Com o avangar do tempo pds-transplante espera-se o agravamento da
disfuncdo endotelial, devido a acdo de multiplos fatores, tais como o proprio
envelhecimento do enxerto e do receptor, o uso prolongado de imunossupressores e
outras drogas e a presenga de comorbidades (SOUZA et al., 2016).

Nao ha relatos na literatura que discutam a relacdo endocan versus tempo pés-
transplante, o que reforga a importancia dos achados no presente estudo e a
necessidade de outras pesquisas envolvendo a endocan no poés-transplante renal.
Desta forma, sugerimos a hipotese de que a elevagédo da endocan entre os RTR com
transplante renal mais recente esteja relacionada a disfungdo endotelial promovida
tanto pelo ato cirdrgico como pela terapia imunossupressora de indugdo e/ou de
manutengao instaladas neste periodo.

Os primeiros anos pos-transplante necessitam de uma terapia
imunossupressora mais intensa devido a exacerbacéo da resposta inflamatéria contra
os aloantigenos, o que promove lesdo/ativagado das células endoteliais e grande
reparagao tecidual, podendo configurar uma progressiva substituicdo do tecido renal
por tecido fibroso, presente na disfungao e rejeicdo ao enxerto (SU et al., 2014).

Em condi¢des fisioldgicas a endocan é dificiimente filtrada pelos glomérulos

renais devido ao seu peso molecular (50KDa) e sua carga negativa, sendo pouco ou
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nao encontrada na urina de voluntarios saudaveis (LEE et al., 2016). Assim, sua
detecc¢édo na urina pode se correlacionar ao dano glomerular renal, como na nefropatia
por IgA avaliada por LEE e colaboradores (2016), os quais demonstraram altos niveis
de endocan tanto no plasma como na urina dos pacientes com DRC. Assim, a
elevagcdo dos niveis de endocan pode estar relacionada tanto ao aumento da sua
secregao, devido a lesao endotelial, quanto a redugao do clearence renal. Pesquisas
relacionadas aos mecanismos de depuragcao de endocan por via renal ainda sao
escassos e configuram uma perspectiva de estudo, o que podera contribuir para o
esclarecimento do seu real papel como biomarcador da lesdo glomerular na DRC e
no pos-transplante renal (FREITAS et al., 2013).

No presente estudo, a HHCY foi observada entre os pacientes com reducéo da
funcao renal, avaliada por meio da creatinina plasmatica e do eRFG. A relagéo entre
HCY e a funcdo renal vem sendo foco de pesquisas ao longos das ultimas décadas e
varios estudos corroboram com os nossos achados (BOSTON et al.,, 1995; VAN
GULDENER et al., 2001; PIOVESAN et al., 2007; FARSETTI et al., 2010; EINOLLAHI
et al.,, 2011; HAMATANI et al., 2013; KANG et al., 2015; PERNA; INGROSSO, 2015;
MONFARED et al., 2016; SCOTT et al., 2017; HUANG et al., 2019; KAYA et al., 2019;
VAL et al., 2019).

Os estudos de Fellah et al. (2003) e Einollahi et al. (2011) demonstram a inversa
correlacdo entre HHCY e eRFG, com niveis 2 a 3 vezes maiores se comparado ao
grupo de individuos saudaveis. O parénquima renal é considerado um importante sitio
para o metabolismo da HCY (BOSTON et al.,, 1995). A HHCY ocasiona estresse
oxidativo e promove um estado de vasoconstricdo, por antagonizar a agdo do 6xido
nitrico, por meio da formagdo de S-nitroso homocisteina, favorecendo a disfungéo
endotelial e a liberagao de citocinas pro-inflamatérias. A HHCY pode ainda estimular
diretamente a sintese de colageno, reduzindo a elasticidade vascular e provocando o
aumento da proliferagdo de células do musculo liso, o que culminaria em multiplas
interagbes com fatores pro-coagulantes, plaquetas e lipideos circulantes, com papel
importante no desenvolvimento da aterosclerose (STAMLER et al., 1993; SEN et al.,
2010; Ll et al., 2002).

As lesdes provocadas nas células endoteliais devido a elevagao dos niveis de
HCY compartiiham dos mesmos mecanismos celulares patologicos presentes na
DRC, capazes de promover danos cardiovasculares. Assim, a HHCY pode contribuir

para o agravamento da les&o renal, bem como para o seu aparecimento. No entanto,
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nao podemos deixar de destacar que a baixa depuracao renal pode levar ao acumulo
de HCY no plasma, resultando na elevagdo dos seus niveis circulantes (CIANCIOLO
et al., 2017; CAPELLI et al., 2019).

Em relagdo as analises envolvendo os grupos estratificados de acordo com o
tempo pés-transplante, nenhuma diferenga significativa foi encontrada ao avaliar os
niveis de HCY. No entanto, a analise de regressao linear mostrou que o tempo poés-
transplante apresenta um grau de associagdo com os niveis deste aminoacido, porém
apenas para o modelo univariado. N&o ha relatos na literatura que discutam esses
achados. Sabe-se que no pos-transplante as combinagdes de varios fatores
desencadeiam respostas imunologicas, estado pré-trombético e perturbagcdo do
metabolismo que elevam o risco cardiovascular (CIANCIOLO et al., 2017). Tais fatores
poderiam influenciar os niveis de HCY, mas a real influéncia do tempo pods-transplante
nos niveis de HCY merece ser foco de estudos futuros.

No presente estudo, niveis de HCY se correlacionaram positivamente com o
colesterol ndo-HDL e os triglicerideos, porém com fraca intensidade. Com o emprego
da analise de regresséo linear multipla, para confirmar o efeito das variaveis clinicas
sobre os niveis de HCY, foi possivel verificar que apenas os triglicerideos possuem
associacao independente para a sua elevagao.

A relagdo entre HCY e dislipidemia ja foi relatada em outros estudos
(PIOVESAN et al., 2007; SAQJI et al., 2018). Ambos s&o considerados como fatores
preditores para o surgimento de eventos cardiovasculares e para o desequilibrio
mineral e 6sseo, por desencadearem uma resposta inflamatéria, disfuncédo endotelial
e perda Ossea por elevagao da atividade de osteoclastos (SAOJI et al., 2018).

Em nosso grupo de pesquisa, a avaliagao de biomarcadores do metabolismo
mineral e 0sseo associados a estes outros investigados no presente estudo também
se encontra em andamento.

A hipertrigliceridemia é considerada um fator independente para a ocorréncia
de eventos coronarianos, sendo um achado comum entre os RTR (SAOJl et al., 2018).
Similarmente aos nossos achados, Piovesan e colaboradores (2007) relataram que
os RTR com HHCY apresentavam elevados niveis de triglicerideos e estes
demonstraram ainda uma tendéncia a elevagao do colesterol LDL. Em seu modelo de
regressao linear multipla, estes pesquisadores observaram que o colesterol total e a
funcdo do enxerto, avaliada através do eRFG, foram fatores preditores para a

elevacado da HCY.
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Em concordancia com o estudo de Piovesan e colaboradores (2007), Einollahi
e colaboradores (2011) concluiram que a fungéo renal tem um papel mais significativo
para a predicao de HHCY.

6.2.2 Marcadores da hemostasia: atividade de ADAMTS13 e teste de geragao de

trombina

O equilibrio hemostatico € essencial para um bom funcionamento do enxerto
renal apds o transplante e a presenca de fatores pré-trombdticos pode induzir a
formacéo de microtrombos e ocasionar lesdes por isquemia/reperfusdo em multiplos
orgéaos, principalmente rins e cérebro (BARBOUR et al., 2012).

Em estudo prévio publicado pela autora do presente trabalho foi avaliado a
relagdo dos niveis de FYW com a fung&o renal, no mesmo grupo de pacientes
incluidos no presente estudo. Foi observado que a redugao da fungao renal cursa com
elevados niveis de FYW (MARTINS et al.,, 2019). Uma possivel hipétese para a
elevacdo de FvW estava relacionada a auséncia ou baixa atividade da enzima
ADAMTS13 entre os RTR com pior fungéo renal e, desta forma, esta avaliagao foi
incluida no trabalho posterior. No entanto, ndo foram encontradas diferencas
significativas para os resultados de atividade de ADAMTS13 entre os grupos de RTR
avaliados no presente estudo. Apenas foram observadas correlagcbes fracas entre
ADAMTS13 e contagem de plaquetas (correlagéo positiva) e ADAMTS13 e idade dos
pacientes (correlacdo negativa). Para os ensaios de regressao linear multipla, nenhum
modelo associativo foi significativo para a avaliagdo de ADAMTS13.

O emprego da ADAMTS13 como um possivel biomarcador apds o transplante
renal vem sendo avaliado pelo nosso grupo de estudo ha algum tempo e,
similarmente, ndo foram observadas diferencas significativas para os niveis de
ADAMTS13 (antigeno) em 159 pacientes transplantados renais avaliados por Mota e
colaboradores (2015).

Mesmo com resultados n&o associados com a func¢do renal apos o transplante,
o papel da ADAMTS13 ainda merece atencéo, vista a sua relevancia em processos
patolégicos que favorecem e podem causar a rejeicdo ao enxerto renal, como a
microangiopatia trombética, PTT, SHU e SHUA (PHAM et al., 2002; BARBOUR et al.,
2012; WEBSTER, SCHNITZLER; 2014; BERGER, 2018; PLAUTZ et al.,, 2018;
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MANCINI et al., 2019; OH et al., 2019). Além disso, existem outros estudos com
associagdes positivas entre os niveis de ADAMTS13 e a redugado da fungéo renal,
uma vez que a presenga de ADAMST13 ja foi detectada na urina de pacientes com
les&do renal tubular, ndo sendo encontrada em pacientes saudaveis (ZHENG et al.,
2001; MALYSZKI et al., 2006; TAKAHASHI et al., 2013).

O estudo de Rios e colaboradores (2011), ao avaliar niveis de ADAMTS13 em
quatro pacientes com DRCT pré e pds-transplante renal, observou maiores niveis da
enzima na fase pré-transplante com redugéao significativa apds o transplante renal e
os autores defenderam a hipotese de que os rins apresentam um papel importante,
tanto na sintese quanto no metabolismo da ADAMTS13. Fatores limitantes do
presente estudo podem ter contribuido para a auséncia de associacdo deste
biomarcador a funcao renal avaliada.

Um outro fator intrinseco relativo a elevagao do risco pré-trombético esta
relacionado ao sistema ABO dos grupos sanguineos. Os portadores do fenétipo nao-
O (grupos A, B e AB) podem apresentar maior risco de desenvolvimento dos eventos
pré-coagulantes em relagdo aqueles com fendétipo O (grupo O). Ja foi relatado que a
protedlise do FvW entre os grupos ndo-O ocorre de maneira mais lenta se comparada
a de portadores do grupo O. Além disso, a presenga do fenétipo Bombay (falso O)
pode estar associada a baixos niveis e atividade de ADAMTS13, devido ao aumento
da sua susceptibilidade a protedlise (TURNER et al., 2006; RIOS et al., 2012A).
Devido a relevancia clinica desta associacdo, a avaliagdo dos niveis de FvW, a
atividade de ADAMTS13 e sua relagdo com a geragao de trombina no pds-transplante
renal, em fung¢ao da classificagdo ABO, configura uma perspectiva de estudo.

Sabe-se que a ADAMTS13 pode ser sintetizada por multiplas células, tais como
hepatdcitos, células endoteliais, plaquetas e células glomerulares, tubulares e
epiteliais renais (TURNER et al., 2006; MANEA et al., 2009). No presente estudo foi
observada uma correlagao positiva entre a atividade de ADAMTS13 e a contagem de
plaquetas, o que pode ser justificado devido a relagdo direta com a sua produgao por
esses fragmentos celulares. Observamos também correlagdo negativa entre a
atividade da ADAMTS13 e a idade dos pacientes. A comparacido da atividade da
ADAMTS13 em grupos de RTR de acordo com o tempo pos-transplante n&o
apresentou dados significativos, poréem podemos observar uma tendéncia nos
resultados encontrados, onde os RTR com maior tempo pos-transplante (grupo T4)
apresentaram menor atividade de ADAMTS13 que os RTR recentes (grupo T1).
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O envelhecimento esta associado a reduc¢ao de multiplas fungdes teciduais,
comprometimento da elasticidade vascular e maior produgao de radicais livres, o que
pode agravar a disfungdo endotelial, principalmente quando associado a
comorbidades como dislipidemia, DM e HAS (UNGVARI et al., 2020). Deste modo, o
envelhecimento pode ocasionar a redugdo da expressao génica da ADAMTS13 e
consequentemente, reducao da sua atividade plasmatica. Com o passar do tempo
pos-transplante, o envelhecimento do receptor e do enxerto pode afetar os niveis
circulantes de ADAMTS13, como visto em nossa analise de regresséo linear simples.
Entretanto, os nossos dados acerca do papel da idade e do tempo pds-transplante
sobre os niveis de ADAMTS13 foram modelos fracos, sendo necessarios estudos
mais robustos para melhor compreensao desta relagao.

A avaliagao laboratorial da ADAMTS13 permanece como objetivo de estudo
em nosso grupo de pesquisa e sua nova avaliagdo ocorrera em uma populagao
distinta de RTR, com mensuragcdo tanto dos niveis proteicos (antigeno de
ADAMTS13), bem como da avaliagao da atividade enzimatica e expresséo génica.

A avaliagdo da geragao de trombina pelo método de CAT mostrou que os RTR
do grupo C2 (pior fungao renal) apresentaram niveis mais baixos de trombina gerada
(menor valor de ETP e PEAK) em comparagdo ao grupo C1, em ambas as
concentragdes de FT (LTF e HTF). No entanto, ndo foram observadas diferengas para
0os parametros da curva de geragdo de trombina entre os grupos estratificados de
acordo com o eRFG (R1 e R2).

A ocorréncia de eventos hemorragicos em pacientes com DRC tem origem
multifatorial. Alteragdes intrinsecas da coagulagédo, associadas a fisiopatologia da
doenga renal e ao uso frequente de terapia anticoagulante e/ou antiagregante
plaquetaria podem ser causas frequentes destes eventos hipocoagulaveis. Estes
disturbios podem permanecer, mesmo apds o transplante renal bem-sucedido
(GANGJI et al., 2006; PAVORD; MYERS, 2011; LUTZ et al., 2014; PARAJULI et al.,
2016; POLI, D; ANTONUCCI, E; ZANAZZI, M, 2017; GACKLER et al., 2019). Dentre
os participantes avaliados pelo TGT (101), apenas 12 (11,8%) utilizavam terapia
anticoagulante complementar e 7 (6,93%) destes faziam parte do grupo C2.

A presengca de trombocitopenia e anemia também podem favorecer a
ocorréncia de complicagbes hemorragicas nos pacientes com redugao da fungéo renal
(GANGJI et al., 2006; PAVORD; MYERSI, 2011; POLI, D; ANTONUCCI, E; ZANAZZI,

M, 2017). E importante ressaltar que o grupo C2 apresentou tais alteragdes (dados
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nao significativos) se comparado aos RTR com melhor fungéo de filtragao renal (grupo
C1), o que pode ter influenciado nos menores valores de trombina gerada neste grupo.

Sabe-se que a redugao da filtragao renal cursa com a elevacéo de creatinina e
ureia plasmatica e tais elevagdes ja foram associadas a ocorréncia de disfuncdes
plaquetarias, tais como a adesao prejudicada ao subendotélio, alteragdo na formagéao
da rede estrutural, além de redugéo na secreg¢ao granular. A redugao da fungao renal
com uremia pode promover, ainda, a elevacdo dos niveis de NO e prostaciclinas,
importantes inibidores da ativagao plaquetaria (PAVORD; MYERS, 2011; GANGJI et
al., 2006).

Ja foi descrito também que a redugdo do hematdcrito provoca uma alteracéo
na circulacéo plaquetaria, tornando-a mais direcionada ao centro do lumen vascular.
Isto pode prejudicar a interagcdo das plaquetas com o subendotélio vascular. Além
disso, a agregacao plaquetaria pode ser prejudicada em consequéncia da menor
disponibilidade de ADP e tromboxanos A2 produzidos pelas hemacias. Niveis
elevados de NO também podem ser encontrados em quadros anémicos, devido ao
importante papel das hemoglobinas como depuradoras do NO, intensificando a
inibicdo da ativagéo plaquetaria (ZUPAN et al., 2003; GANGJI et al., 2006; PAVORD;
MYERS, 2011).

Além dos eventos hemorragicos, os pacientes com DRC, principalmente os
RTR, também podem apresentar elevado risco de ocorréncia de episodios
trombaticos, principalmente devido ao aumento dos niveis de biomarcadores pro-
inflamatdrios, a disfuncdo endotelial, terapia imunossupressora e comorbidades ao
longo do tempo (GANGJI et al., 2006; PAVORD; MYERS, 2011; LUTZ et al., 2014;
POLI, D; ANTONUCCI, E; ZANAZZI, M, 2017; PARAJULI et al., 2016; GACKLER et
al., 2019). Desta forma, os pacientes com DRC apresentam um risco de
desenvolverem eventos tanto hipocoagulaveis quanto hipercoagulaveis, sinalizando
um fator complicador para o manejo de terapias hemostaticas profilaticas nessa
populagao.

A exacerbacgao da disfungao endotelial eleva os niveis plasmaticos de fatores
da coagulagdo, como fator tecidual e Xll, além de outros fatores procoagulantes.
Mesmo com a implementagcdo de protocolos imunossupressores, o estado pré-
inflamatorio parece ser continuo e se correlaciona com a ativagdo endotelial e a
liberagdo concomitante de componentes endoteliais, como o FvW, PAI-1, altos niveis
de fibrinogénio, fator plaquetario 4 (PF4), proteina C reativa (PCR) e interleucina 6 (IL-
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6), que contribuem para o estado hipercoagulavel e a permanéncia do coagulo de
fibrina (IRISH et al., 1997; SEGARRA et al., 2001; KAZORY et al., 2004; MALYSZKO
et al.,, 2004; PAVORD; MYERS, 2011; NIEUWENHUIJS-MOEKE et al., 2018). A
avaliacao de marcadores pro-inflamatérios e sua relagdo com o perfil hemostatico dos
RTR avaliados pelo TGT configura uma perspectiva de estudo.

No presente estudo, os RTR com maior tempo pés-transplante tinham maiores
niveis de trombina em comparacédo aos RTR com tempo recente de transplantagao,
sinalizando que um perfil hipercoagulavel pode estar associado ao envelhecimento do
aloenxerto renal. As analises de correlagdo e regressao reforgam essa suposigao,
uma vez que foram observadas correlagdes positivas entre tempo pés-transplante
versus ETP, bem como o seu papel na associagdo para elevacao dos niveis de
trombina avaliados por meio do ensaio de regressao linear multipla.

A presenga de DCV afeta diretamente a sobrevida dos pacientes e do enxerto
a longo prazo (RANGASWAMI et al., 2019). Hipertensao e diabetes s&o as principais
comorbidades entre os RTR no Brasil e, muitas vezes, configuram-se como doengas
de base da DRC (SESSO et al, 2016). No presente estudo, 70% dos RTR
apresentavam pelo menos uma dessas comorbidades e foram distribuidos igualmente
entre os grupos, de acordo com o tempo. Por outro lado, a dislipidemia foi mais
prevalente entre os RTR com maior tempo pds-transplante, o que pode ter contribuido
para o potencial perfil pro-trombdético nestes pacientes.

A HAS, o DM e a dislipidemia favorecem a intensificagcdo da disfuncéo
endotelial e shear stress, causando uma maior liberacdo de moléculas de adeséo (P-
selectina e E-selectina) e liberagado de microparticulas endoteliais, favorecendo ainda
mais um quadro pro-trombdtico (PAVORD; MYERS, 2011).

A dislipidemia esta associada ainda a progressao da lesao renal, acelerando
processos que contribuem para a glomerulosclerose (RAHMAN et al., 2014) e para o
risco de complicagdes trombodticas quase quatro vezes maior do que entre individuos
normolipémicos (GARCIA RASO et al.,, 2014). Principalmente quando esta
dislipidemia esta associada a elevagédo de lipoproteina a (Lp-a), por favorecer a
permanéncia do coagulo, devido a sua competicdo por sitios semelhantes com o
plasminogénio (ANGLES-CANO et al., 2001).

O declinio das propriedades antitrombdéticas das células endoteliais vasculares
pode estar associado a diminui¢ado dos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL)
(WOODWARD et al.,, 1997) e aos niveis mais elevados de lipoproteina de baixa
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densidade (LDL). Estas alteragdes lipidicas afetam diretamente a funcdo do enxerto
renal, além de promoverem o agravamento da disfungédo endotelial e a progressao da
aterosclerose. Tais disturbios lipidicos podem ocasionar o acumulo de depdsitos
intraglomerulares de lipoproteinas que, ao sofrerem oxidagdo, ativam vias
inflamatdrias locais com consequente elevagcdao da expressdao de moléculas de
adesao, quimiocinas e citocinas proé-inflamatérias. Isto pode favorecer a migragao
leucocitaria intraglomerular, produzindo alteragbes no parénquima glomerular,
alteracbes em ceélulas mesangiais e endoteliais vasculares renais (OMRAN; AL-
DADAH; DELLSPERGER, 2013; PERES, BETTIN; 2015).

O desenvolvimento de um quadro pré-inflamatério devido as dislipidemias
intensificam a ativagao plaquetaria local e a expressao de FT nas células endoteliais
lesadas, além de inibir o inibidor da via do fator tissular, promovendo a sustentacao
de um perfil hipercoagulavel (MALYSZKO et al., 2003; SOFI et al., 2007).

No presente estudo, as analises de correlagdo e regresséo linear também
reforcam essa suposi¢ao, uma vez que foram observadas correlagdes positivas entre
triglicerideos, colesterol total, colesterol ndo-HDL versus ETP; embora sejam
associacoes fracas. Dentro deste contexto, a presenca de comorbidades e a influéncia
das terapias farmacoldgicas no perfil hemostatico dos RTR configuram uma
perspectiva de estudo.

O estado de hipercoagulabilidade no paciente pos-transplante renal pode ainda
ocorrer de modo localizado, restrito apenas aos vasos sanguineos do aloenxerto renal
(TORRY et al., 1994; PAVORD; MYERS, 2011). A biépsia do aloenxerto em pacientes
com declinio da funcéo renal, apresentou niveis locais reduzidos de antitrombina,
trombomodulina e do t-PA, indicando um perfil protrombético restrito (WANG et al.,
1994). Deste modo, avaliagbes dos resultados de bidpsias do aloenxerto renal,
associados ao TGT poderiam contribuir para a melhor elucidacéo dos diferentes perfis
hemostaticos que os RTR podem apresentar e constituem uma perspectiva de estudo.

6.3 Avaliagao longitudinal prospectiva: Analise descritiva e de sobrevivéncia
(tempo — desfecho)
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Por meio da consulta aos prontuarios médicos, os RTR foram avaliados por um
periodo de 5 anos. Como visto na tabela presente no APENDICE D, as complicacdes
mais frequentes foram infecgbes, rejeicdo ao enxerto, neoplasias, eventos
cardiovasculares e gastrointestinais. Nossos dados corroboram com aqueles
encontrados na literatura (T1ZO; MACEDO, 2015; HOLLYER; ISON, 2018).

O aparecimento de complicagcbes apds o transplante renal pode estar
associado a influéncias de fatores pré-transplante, como a fisiopatologia da doenga
de base, o estado pro-inflamatério intenso, a polifarmacia, a disfungédo endotelial e o
tratamento dialitico. Entre os principais fatores influenciadores apds o transplante,
estdo o proprio ato cirurgico, alteragdes anatdémicas do sistema urogenital e uso dos
medicamentos imunossupressores, que Sao0 essenciais para a manutencdo do
enxerto, porém, seu uso prolongado pode causar ou favorecer o surgimento de
complicagdes, como infecgdes oportunistas, disturbios gastrointestinais e neoplasias
(MENON, MURPHY; 2013; TIZO; MACEDO, 2015; LIM; KOHLI; BLOOM, 2017;),

Segundo Hollyer e Ison (2018), dentre as complicagdes mais frequentes, as
infecgbes do trato urinario (ITU) sdo as mais comuns, podendo ser a bacteriuria
assintomatica ou sintomatica. A progresséo da ITU pode evoluir para sepse, rejeicao
celular aguda, disfungcdo crbnica, perda do enxerto e morte. Os autores ainda
relataram que a prevaléncia deste tipo de infecgdo € muito variada, podendo ser de
7% a 80% entre os RTR. Dois estudos realizados com coorte de RTR brasileiros entre
2000 a 2001 (DANTAS et al., 2006) e 2010 (CAMARGO et al., 2014), mostraram altas
taxas de ITU, sendo 45% e 34% respectivamente.

O estudo de Saad e colaboradores (2020), ao avaliar 375 RTR em coorte
retrospectiva, mostrou que as infecgdes do tipo ITU foram as mais frequentes,
seguidas por infecgdes pelo citomegalovirus (CMV). Estes dados corroboram, em
parte, com corrente estudo, uma vez que apenas um episodio de infecgao por CMV
foi relatado. E importante salientar que o tratamento profilatico para CMV pode ser
empregado e/ou pode haver subnotificagdo dos casos nos prontuarios avaliados.

Outras infecgcdes comuns entre os RTR sdo as infecgdes respiratdrias. Os
fatores que podem contribuir para a ocorréncia deste tipo de infecgdo sao, segundo
Zeyneloglu (2015), presenca de comorbidades como a DM e a reduc&o da fungao
renal, necessidade de transfusao, tempo de dialise pré-transplante, infec¢des latentes
remotas do receptor e/ou doador e exposi¢cdes nosocomiais recentes. Neste contexto,
nao podemos deixar de destacar a influéncia da pandemia do SARS-COV-2 e a sua
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prevaléncia entre os RTR. No presente estudo 13 RTR foram diagnosticados com
COVID-19, sendo que um foi a 6bito devido a choque séptico pulmonar. Pacientes
imunossuprimidos s&o considerados pacientes de risco para o agravamento da
COVID-19 e RTR hospitalizados, devido a infeccdo por SARS-COV-2, apresentam
altas taxas de mortalidade, variando entre 20 e 30% (MARTINS; ALVES et al., 2021).

O estudo de Zhu e colaboradores (2020) avaliou 10 RTR com pneumonia por
SARS-COV-2 e 10 RTR com pneumonia ndo associada ao SARS-COV-2 (grupo
controle). Eles observaram que os RTR com COVID-19 tiveram mais complicagdes,
se comparados aos RTR do grupo controle e um RTR desenvolveu rejeicdo aguda e
evoluiu para o6bito, devido a insuficiéncia respiratoria progressiva. Assim, estratégias
terapéuticas para a contengao da infeccdo e das complicagdes geradas por ela s&o
um desafio nesta populagdo. Uma avaliacdo descritiva mais robusta sobre a influéncia
da COVID-19 nestes RTR €& mais uma perspectiva de estudo do nosso grupo de
trabalho.

E importante ressaltar que a pandemia da COVID-19 também impactou
diretamente na consulta aos registros médicos, uma vez que, por medidas de
restricoes e distanciamento social, os RTR tiveram alteracdes em seus protocolos de
atendimento e realizacdo de exames laboratoriais. Durante os anos de 2020 e 2021,
muitos RTR foram acompanhados por consultas virtuais, o que gerou lacunas nos
registros médicos fisicos.

Os RTR apresentam maior risco de ocorréncia de neoplasias, se comparados
a populacéo geral e estas podem ser associadas como uma das principais causas de
obito nesta populacdo (MANICKAVASAGAR; THURAISINGHAM, 2020).
Manickavasagar e Thuraisingham (2020) relataram que este fato se da pela agéo dos
imunossupressores, que afetam diretamente as fungbes das células T,
imunovigilancia, controle imunolégico das infecgdes virais oncogénicas e falhas no
controle e reparagdo do DNA, principalmente associado ao uso de agentes como
ciclosporina e azatioprina. Grandes coortes mostraram que os RTR apresentam duas
a quatro vezes mais risco de cancer, se comparados a populacdo geral. Os tipos mais
frequentes descritos foram sarcoma de Kaposi, cancer de pele ndo melanocitico e
melanocitico, colorretal, mama, cervical e linfomas (CHAPMAN et al., 2013; ZHANG
et al., 2014; LIM et al., 2019). Estes dados refletem a necessidade de um diagnoéstico
precoce para alteragdes neoplasicas, a busca por novos esquemas

imunossupressores com menos efeitos adversos, além do rastreio de outros fatores
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de risco para a ocorréncia de neoplasias, como obesidade, exposi¢ao solar sem foto
protecdo, sedentarismo e tabagismo.

Os eventos cardiovasculares sdo considerados as principais causas de morte
com o enxerto funcionante entre os RTR. No presente estudo 15 RTR apresentaram
complicagbes cardiovasculares. O estudo de Karagaglar e colaboradores (2020)
relatou a incidéncia de eventos cardiovasculares no pos-transplante na ordem de 64,2
% em uma coorte de 56 RTR, onde 3 pacientes foram a &bito por complicagdes
relacionadas. A presenca de sintomas e ou sinais clinicos associados a DCV requer
atencdo no pos transplante, a fim de identificar precocemente o risco e evitar
desfechos desfavoraveis.

A rejeicao ao enxerto ocorreu em 31 RTR no presente estudo (28,2% dos 110
avaliados), sendo a rejeigdo celular a mais comum entre os tipos avaliados. A
ocorréncia de episddios de rejeigao € um fato invariavel e extremamente indesejavel
entre os transplantados, uma vez que muitos podem perder o enxerto renal e retornar
para a fila de transplante. O estudo de Burton e colaboradores (2019), avaliou 22.730
RTR, onde 5.389 (23,7%) apresentaram episddios de rejeigdo em um tempo médio
de seguimento de 5 anos. Apesar da grande diferenga existente entre o “n” amostral
neste estudo e no nosso, podemos afirmar que existe semelhangca nos achados
proporcionais em ambos 0s casos.

O estudo de El-Zoghby e colaboradores (2008) avaliou 1.317 RTR em uma
coorte retrospectiva, com seguimento meédio de 50 meses. Eles observaram que 329,2
pacientes perderam o enxerto neste periodo e 38,2 destes por rejeicdo ao enxerto. As
causas das rejeicdes foram doengas glomerulares (36,6%); fibrose intersticial/atrofia
tubular (30,7%); rejeicdo aguda (11,8%) e causas inclassificaveis (4,6%).

Ao realizar a analise tempo—desfecho entre os 110 RTR do presente estudo,
para avaliacdo da rejeicdo ao enxerto ao longo dos 5 anos de seguimento versus a
associacdo dos niveis dos biomarcadores avaliados transversalmente, ndo foram
encontrados resultados significativos. Estes dados mostram que a presenga de
alteracbes nos marcadores endoteliais e hemostaticos previamente dosados néao
apresentaram impacto na ocorréncia da rejeicdo, durante o tempo de seguimento
avaliado. Outras analises de sobrevivéncia (tempo — desfecho) foram realizadas para
investigar a influéncia do tipo de doador, presenca de rejeigdo prévia, tempo poés-
transplante e tempo de dialise na ocorréncia do desfecho avaliado e ndo foram

encontradas diferengas significativas.
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Nao ha relatos na literatura que discutam a avaliagdo dos marcadores endocan,
homocisteina, atividade de ADAMTS13 e geragao de trombina com a incidéncia de
episodios de rejeicdo ao enxerto a longo prazo. No entanto, como discutido
anteriormente, estudos mostraram associacdes entre os niveis de endocan, HCY e
ADAMTS13 e a reducédo da funcédo renal (ZHENG et al., 2001; MALYSZKI et al., 2006;
EINOLLAHI et al., 2011; TAKAHASHI et al., 2013; LEE et al., 2014; SU et al., 2014;
MALYSZKO et al., 2018; Mc MILLAN et al., 2018) e a perda do enxerto (LI et al., 2012).

A impossibilidade de uma nova dosagem dos marcadores ao final do
seguimento pode ter contribuido para a auséncia de associagdes entre os niveis dos
marcadores e desfecho final de rejeicdo. Desta forma, novos estudos sao encorajados
neste grupo de pacientes transplantados renais.
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7 CONCLUSOES

Apos avaliagado dos resultados obtidos e discussdes realizadas, foi possivel
concluir que os pacientes com reducao da funcao renal pos-transplante apresentaram
pior funcédo endotelial, avaliada pelos marcadores endocan e homocisteina, sendo
estes marcadores considerados ferramentas uteis para a avaliagado pos-transplante.

Estes mesmos pacientes (subgrupo C2) apresentaram um estado
hipocoagulavel associado a menor geragdo de trombina, mostrando que disturbios
hemorragicos parecem ter maior impacto na populagdo estudada. Esta associagao
merece ser melhor investigada, principalmente pela auséncia de relagédo com o ritmo
de filtracdo glomerular.

Ja o tempo pos-transplante e a hipertrigliceridemia foram associados a um perfil
hipercoagulavel, sinalizado pelo encontro de uma maior geragéo de trombina ao longo
do tempo, podendo o TGT ser potencial preditor de disturbios hemostaticos
protrombdticos. A hipertrigliceridemia foi considerada preditora para a elevacéo da
homocisteina, o que reflete a importancia do controle e monitoramento das
dislipidemias em transplantados renais.

O monitoramento laboratorial e clinico pds-transplante € essencial, ndo apenas
para se evitar a perda do enxerto, mas para o diagndstico precoce de complicagdes
comuns entre os RTR como infec¢des, neoplasias, disturbios cardiovasculares e
rejeicao ao enxerto.

Finalmente, todos os dados analisados em conjunto permitem concluir que as
dosagens da endocan, homocisteina e o teste de geracao de trombina mostraram ser
ferramentas promissoras para diagnosticar e monitorar alteragbes endoteliais e
hemostaticas entre os pacientes transplantados renais ao longo do tempo. No entanto,
novos estudos sdo necessarios para melhor compreensao das possiveis associacoes

entre tais marcadores e a ocorréncia de rejei¢ao a longo prazo.
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8 LIMITAGOES DO ESTUDO

As principais limitagdes do estudo sao: o desenho transversal para a dosagem
dos marcadores laboratoriais, a heterogeneidade da populagéo do estudo, o tamanho
(n) limitado e a variagdo amostral entre as analises dos estudo e, principalmente, a
alta frequéncia de informagdes n&o disponiveis ou nao informadas nos prontuarios
clinicos, dificultando algumas analises de interesse. Cumpre salientar que o contexto
de pandemia da COVID-19 também foi um fator limitante do presente estudo, pois

interferiu negativamente tanto na coleta de dados como nas atividades laboratoriais.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Grupo de Pacientes Transplantados Renais)

Titulo do Projeto: Avaliagdo de marcadores inflamatdrios/ hemostatios e |
polimorfismos da sintase do 6xido nitrico endotelial em pacientes transplantados \
renais ‘

Professora orientadora e pesquisadora responsavel:
Dra Ana Paula Lucas Mota

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario(a) de uma pesquisa
cientifica intitulada como: “Avaliagdo de marcadores inflamatérios/ hemostatios e
polimorfismos da sintase do 6xido nitrico endotelial em pacientes transplantados renais”,
que esta descrita a seguir:

A perda do enxerto por mecanismos diversos de rejeicdo e a ocorréncia de
complicagbes cardiovasculares ainda s@o frequentes no poés-transplante renal. A
inflamagdo, a ativagdo do sistema imunolégico, os distarbios da coagulagdo e
caracteristicas genéticas desempenham um papel importante em pacientes transplantados
renais, principalmente no que diz respeito 4 mortalidade cardiovascular e ao risco de
rejeicdo. Na década de 1960, os transplantes de 6rgéos foram iniciados no Brasil, mas ndo
evoluiram naquela época, em razao da baixa sobrevida dos receptores. Atualmente, com o
aprimoramento de técnicas cientificas, o Brasil detém o maior programa publico de
transplantes de 6rgédos e tecidos do mundo, destacando-se pelo crescente niumero de
transplantes realizados a cada ano.

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

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

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

Nome: Geénero:
Identidade: Orgao Expedidor:
Data de Nascimento: / / Médico:
Telefone: Tempo de Tx:
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2. Objetivo da pesquisa:

Investigar microparticulas celulares, marcadores hemostaticos e polimorfismos da sintase
do 6xido nitrico endotelial em pacientes submetidos ao transplante de rim, sem sinais
clinicos de rejeicao, distribuidos em subgrupos de acordo com os niveis plasmaticos de
creatinina e o eRFG.

3. Descrigao detalhada e explicagao dos procedimentos realizados:

Sua participagdo € voluntaria e se dara por meio de uma pungdo venosa de amostras
sanguineas, com agulhas estéreis e descartaveis e tubos a vacuo, também estéreis. Os
riscos decorrentes de sua participagao na pesquisa envolvem possiveis incobmodos durante
a pungao venosa, como dor local, tonteira ou sensagéo de desmaio e, apds a coleta, o
possivel surgimento de uma mancha roxa (hematoma), devido ao extravasamento de
sangue de um vaso sanguineo. Geralmente ndo ha complicagdes e essa mancha roxa
desaparece em poucos dias.

Descrigao dos desconfortos e riscos da pesquisa:
(X) Risco Minimo ( ) Risco Baixo ( ) Risco Médio ( ) Risco Alto

4. Descrigao dos beneficios da pesquisa:

Se vocé aceitar participar, estara contribuindo para a confirmagdo ou a exclusdo das
hipéteses geradas em torno das alteragdes em exames laboratoriais encontrados em
pacientes transplantados renais, bem como ira contribuir para a geragdo de materiais
didaticos, que possuem o objetivo de instruir e esclarecer os participantes sobre o
tratamento e a prevengao de diversas complicagdes associadas ao transplante de rim.

5. Despesas, compensacgoes e indenizagdes:

Voceé nao tera despesa pessoal nessa pesquisa incluindo transporte, exames e consultas.
As coletas serao realizadas sempre que vocé comparecer as consultas de rotina e/ou ao
laboratério para exames. Vocé nado tera compensagdo financeira relacionada a sua
participagdo nessa pesquisa.

6. Direito de confidencialidade:
Vocé tem assegurado que todas as suas informagdes pessoais obtidas durante a pesquisa
serao consideradas estritamente confidenciais e os registros estarao disponiveis apenas

para os pesquisadores envolvidos no estudo. Os resultados obtidos nessa pesquisa
poderéao ser publicados com fins cientificos, mas sua identidade sera mantida em sigilo.
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7. Acesso aos resultados da pesquisa:

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

8. Liberdade de retirada do consentimento:

Vocé tem direito de retirar seu consentimento, a qualquer momento, deixando de participar
da pesquisa, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu cuidado e/ou tratamento na
instituicao.

9. Acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa:

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

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

10. Acesso a instituicao responsavel pela pesquisa:

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

Comité de ética do campus da UFMG

Avenida Anténio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II - 2° andar, sala 2005,
Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG. CEP: 31270-901. Telefone (31) 3409
4592,

email coep@prpq.ufmg.br
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Fui informado verbalmente e por escrito sobre os dados dessa pesquisa e minhas duvidas
com relagdo a minha participagao foram satisfatoriamente respondidas.

Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, os desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a minha participagéo é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso aos pesquisadores e a instituicdo de ensino.

Tive tempo suficiente para decidir sobre minha participacao e concordo voluntariamente em
participar desta pesquisa e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes
ou durante a mesma, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu
possa ter adquirido.

A minha assinatura neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dara autorizagao
aos pesquisadores, ao patrocinador do estudo e ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais de utilizarem os dados obtidos quando se fizer
necessario, incluindo a divulgagéo dos mesmos, sempre preservando minha identidade.

Assino o presente documento em duas vias de igual teor e forma, ficando uma em minha
posse.

Belo Horizonte, de de

Voluntario

Pesquisador Responsavel
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Ficha Clinica
"AVALIAGAO DE MARCADORES GENETICOS, INFLAMATORIOS E HEMOSTATICOS EM PACIEN-
TES TRANSPLANTADOS RENAIS®

Numero de ID do participante: Data da coleta: N Prontuario:
1. Identificagao:
Nome: DN: o\ Sexo:
Naturalidade: Endereco:
Cidade: Estado: CEP: Tel:
Etnia: Médico: Outras Infos:
2. Dados Clinicos:
2
a) Peso (Kg): Altura (m) IMC (Kg/m ) b) Dialise\Tempo:
c) Doenga base: d)Comorbidades:
e) Data do Tx renal: \ \ f) Doador (tipo\idade\sexo) : \ \

g) Imunossupressores:
h) Outros medicamentos:

i) Tabagismo?

k) Pratica de exercicio

fisico?

j) Consumo de bebida alcool.?
1) Tipo sanguineo:

m) Historia famili-

ar de DRC: n) PA: \ 0) Rejeigao prévia\data\
indugao:
Dados Laboratoriais -Data: ____ \_ \_

Hemograma lonograma Bioquimica Bioquimica
Hm\Ht\Hb: \ \ Nak: \ Creat: BD\ BT: \
GL: Mg\P\CI: \ Uréia: NivelMed_____ :
Seg\Bast: \ Ca\Cai: \ Ac. arico: Albumina:
Baso\Eos: \ Urina HbA1c: Globina:
LinfiMono: \ DU\pH: \ Glico JJ: LDH:
Plaq: Micro\Prot: \ TGOWST: Colest T:
VCM\HCM: \ Prot. 24h: TGP\ALT: HDL\LDL: \
PTTA: c: \p: Alb\Creat: FAL\GGT: \ VLDL\ TGL:
RNNTP: \c: p: Sedmentos: CKT: Outros:
Outros: Outros: Outros: Qutros:

Imuno (Receptor) Imuno (Doador)

HLAA: B: DR: HLA A: B: DR:
PRA PRE (data): Prova Cruzada: GS:
PRA POS (data): Outros:
Biopsia: Infecgoes pos-Tx:
Outros:
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APENDICE C - Ficha clinica: analise longitudinal prospectiva

Ficha Clinica
" AVALIACAO DE MARCADORES HEMOSTATICOS E ENDOTELIAIS NO TRANSPLANTE RENAL: ASSOCIAGAO COM A EVOLUCAO
CLINICA DO ENXERTO ~

Numero de ID do participante: Data da coleta: N Prontuario:

1. Identificagao:

Nome: DN: AN Sexo: Tel:
Etnia: Médico: Outras Infos:
2
2. Dados Clinicos: a) Peso (Kg): Altura (m) IMC (Kg/m ) b) Dialise\Tempo: c) Doencga
base: d) Comorbidades: e) Data do Tx renal:
\ \ f) Doador (tipo\idade\sexo) : ) Imunossupressores:
Tabgismo? Consumo de bebida alcool.? k) exercicio fisico? _I) Tipo sanguineo: n) Rejeicéo pré-

via\data\ indugéo:

2016 2017 2018 2019 2020 2021

UREIA

CREATININA

AC URICO

EAS

P/C URO

TGO /TGP

FA/GGT

GLI/HBA1C

HM / HT/HB

PLT

GL

S/BASO/EOS

LM

RNI/PT/
PTTA

DDIMERO

CT/LDL

HDL /TG

VDLD

PTH

Na /KiMg/P

Ca




APENDICE D - Tabela descritiva: analise longitudinal prospectiva

Parimetros Ano 1 Ano 2 Ano 3 Ano 4 Ano 5 Total
(n=81) (n=86) (n=84) (n=72) (n=72) (n=110)
Rejeicao ao enxerto 31
Rejeigdo Humoral 1 3 2 0 2 8
espociicacio 1 2 2 1 0 6
Rejeigao Celular (FIAT) 3 1 1 2 4 11
Hulr?necj)(reeiﬁ;éo Celular e 0 0 0 0 1 1
NCE 1 1 2 0 1
Perda do enxerto renal 3 2 4 1 0 10
Retransplante 0 0 1 0 0 1
Obito 3
de%r;t))(?guae séptico — cancer 0 0 0 1 0 1
sépico puimonar o IRA) 0 0 0 1 0 L
Sem informacgdes 0 0 0 0 1 1
Doencga Cardiovascular 15
esgerr;it?cl:dcaardlaca nao 0 1 0 0 0 1
Angina estavel 0 0 0 1 0 1
Aterosclerose 0 0 1 2 0 2
TVP 1 1 1 0 2 5
Tr;?glijteé?iq;a Miocardica 0 1 0 0 0 1
1AM 0 1 0 0 0 1
AVE 0 0 0 1 0 1
doeztr:a;eonsg de artéria renal 0 0 2 0 0 9
hematoma perienxerto 0 0 0 1 0 1
Neoplasias 18
m32;c$r;$:a de pele ndo 2 0 1 1 0 4
goincervaeialceato | g 1 : : : '
Carcinoma de colo uterino 0 2 2 3 1 8
(mCar_-r)Trg;oma ductal in situ 1 0 0 0 0 1
B:r:%irglasm Prostatica 0 1 0 0 0 1
Miomatose Uterina 0 0 0 1 3 4
Transtorno depressivos 2 3 0 0 0 5
Dist. Gastrointestinal 14
Diarreia 3 2 2 0 2 9
Diverticulite 0 0 0 0 1 1
Refluxo 0 0 1 0 0 1
esteatose hepatica 0 0 1 0 0 1
Pancreatite Aguda 0 0 2 0 0 2
Infecgoes [n (%)] 50
ITU 2 3 2 2 4 13
Pielonefrite 0 0 2 0 0 2
COVID-19 nd nd nd 5 8 13
gri?é?/?gzg}?atério 0 2 4 1 0 7
BK virus 1 0 0 0 0 1
CMV 1 0 0 0 1 2
Dengue 0 0 0 1 0 1
rel:;zzes (causa ndo 1 0 0 0 0 1
e (ncreate : : : 1 : 1
Tuberculose 1 0 0 0 0 1
Verminoses 0 0 1 0 0 1
Candidiase vaginal 1 0 0 0 0 1
Ulcera vulvar 0 1 0 0 0 1
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OS;\/I;;:obaterla Invasiva 0 0 0 1 0 1
Herpes zoster 0 1 0 0 0 1
Hepatite C 0 0 1 1 0 2
Hepatite B 0 0 0 0 1 1

Disturbios Hematolégicos 5
Anemia 0 0 0 1 1 2
Policitemia 1 0 0 0 0 1
Plaquetopenia secundaria

ame Y 0 0 0 1 0 1

UrSélr?](i:icrgme Hemolitica 0 0 0 1 0 1

Diabetes Mellitus 0 0 0 1 0 1

Pré-eclampsia 0 0 1 0 0 1

Dados laboratoriais

Creatinina [mg/dL (1Q)] 1,22 (0,61) 1,26 (0,72) 1,23(0,7) 1,31(0,9) 1,14 (0,6) ns

eRFG [mL/min/1,73m%(SD)] 69,56 (28,83) | 60,74 (26,14) | 62,96 (30,51) 57,77 (27,38) 52,75 (31,96) ns

Glicose [mg/dL (SD)] 105,47 (60,54) | 104,73 (46,0) (105,96 (41,76) | 109,00 (47,11) 99,0 (35,18) ns

Colesterol total [mg/dL (SD)] | 182,69 (35,17) | 187,02 (41,83) [176,31 (41,49) | 195,2(57,83) | 190,80 (40,85) ns

Triglicerideos [mg/dL (SD)] 147,89 (63,71) | 179,14 (232,2) | 151,36 (63,4) 179,4 (117,2) 176,3 (85,84) ns

Colesterol HDL [mg/dL (SD)] | 54,39 (16,33) | 53,29 (17,69) | 52,56 (16,46) | 51,44 (13,60) 61,76 (44,12) ns

Hemoglobina [mg/dL (SD)] 13,57 (3,09) 13,45 (2,0) 13,03 (2,78) 13,7 (3,00) 13,45 (2,03) ns

Hematdcrito [%(SD)] 48,21 (4,67) 47,27 (53,1) 39,46 (7,2) 39,70 (7,22) 40,46 (6,55) ns

Plaquetas [pL(SD)] 233.200 (64090) |233.643 (73099) |233.075 (77374)| 229178 (69541) | 229040 (65555) ns

Sem Dados Clinicos 29 24 26 38 38 nd
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Legenda: IFTA: fibrose intersticial, atrofia tubular; NCE: nefropatia crénica do enxerto;
COVID-19: Coronavirus Disease — 2019; IRA: insuficiéncia renal aguda; TVP: trombose
venosa profunda; IAM: infarto agudo do miocéardio; AVE: acidente vascular encefalico; 1TU:
infecgcdo do trato urinario; BK: BK poliomavirus; CMV: citomegalovirus; MMF: micofenolato
de mofetila; eRFG: ritmo de filtracdo glomerular estimado. nd: ndo se aplica; ns: nao
significativo.

Fonte: produzida pela autora.
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ANEXOS A - Carta de aprovagao do comité de ética em pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais, COEP (2015)
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ANEXO B - Carta de aprovacgao do comité de ética em pesquisa da Universidade

Federal de Minas Gerais, COEP (Atualizada em 2016).
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ANEXO C - Termo de responsabilidade: acesso a dados em formato eletrénico para
fins de pesquisa

sulta-pronty mumamammmam

prontudrio dentro dos Sistemas de PEP do Hospital das Clinicas da UFMG e adic
-l-o-lwsma

o

) ummm.mmomaﬁm-uma '
tantes 0o projeto autorizado pelo CEP UFMG .-

Base de dados clinica identificada. Neste caso identificar 0 nome do sistema e o perfodo de co
125 00 projeto avtorizado pelo CEP UFMG

Gt
modalidade (especificar): )
iR XY,

c qﬁla“pmmuuumuclmmmwom
.; l_. aiia "\l',.r ;J'.. ) O ~
: lhnn culke A . DO

~ »'; ' . A

{5} deciaro ter conhecimento de que as informagdes co
120 sob & guarda do Hospital das Clin ool
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12.527711, - Lei de Acesso & Inf

Assinatura ¢ carimbo profissional
(Pesquisador Responséivel)

¢ especificidades do projeto de pesquisa (se for o caso):
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Contact Infermation: comreiosuellen@gmail.com

ENDOCAN AND HOMOCYSTEINE LEVELS IN
BRAZILIAN RENAL TRANSPLANT RECIPIENTS

E', P. ALPOIM!

razl

B

INTRODUCTION

Although the success of Kidney Transplantation, the recipients
till showed a high risk of adverse such as

METHOD

In cmsssaﬁmnd study, a tota of 100 RTR were alocated in groups

disfunction and cardiovascular events. Endocan and
Homocysteine are new markers for these events, could be

ial models tu luated post Endocan plays a
role in cell and i Homocysteine
exerts its pathogenic action on the main processes involved in
progression of vascular damage.

AIM

Our am was to investigate the relationship between Endocan and
ine levels with evolution of alograft in rena transplant
reuplenls (RTR).

to creatinine levels (C1<1.5 and C2>1.5mgidL); eGFR (R1<60;

R2>60mL/mini1,73m2); time post- transplantation (T1<60; T2=61 to 19;
T32120 months) and Donor type (Living or Deceased). Endocan plasma
levels and Serum Homocysteine levels were measured by ELISA methods.
All Data are presented as median and interquatile range, calculated by
MannWhitney or Kruskal-Wallis test (Graphpad PRISMA 7.0 version and
IBM-SPSS 23.0 version). P< 0.05 was significative.

THROMBIN GENERATION TEST IN BRAZILIAN

Po1259]

RENAL TRANSPLANT RECIPIENTS

1, F.D M. LU

Contact Information:

>. DUARTE!, M.D.G

UFm7G

UNIVERSIDADE FEDERAL
DE M MAS GERAIS

correiosuellen@gmail.com

INTRODUCTION

Thrombin Generation test, based Il'l Calibrated Alﬂﬂma&‘

METHOD

In unssmtlund study, we enrolled 100 RTR allocated in groups
to time post-transplantation (T160; T2=61 to 119 and 732120

T gram (CAT), is an app

risk Once

the

mnutes, resulted of pro and antlcoqulmt protein a:tmns.

formed in GD

injury,
and cardiovascular events are common adverse outcomes in
Brazilian Renal Transplanted Recipients (RTR), which can lead to

alograft rejection and death from all causes.

AlM

Our am was to i

transplantation and alograft function.

profile by
thrombin generation test of RTR in accordance to time post-

months) and eGFR (R1<60 and R2>60 mL/min/1,73m2, calculated by MDRD
equation). Informed consent was obtained from all participants and this
study was approved by loca Ethics Committe. Thrombin Generation test
was performed by CAT method (Thrombinoscope BV®). All Data are
presented as median and interquatile range, calculated by Mann-Whitney
or Kruskal-Wallis test (Graphpad PRISMA 7.0 version and IBM-SPSS 23.0
version). P< 0.05 was significative.

RESULTS

Higher levels of endocan and hurmcyﬂelne were found in RTR with worst mnd filtration function (C2 and R1 groups) in relation to the others

(Figure 14, 1B, 1C and 1D). There was no

among time post

and donor type groups (Figure 1E, F, G and H).
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RESULTS

It was observed higher values of ETP and Peak parameters among RTR with greater time post

a hyper
parameters (Figure 1).

a greater

state. graft function, there were no dlllemnces between groups for the thrombin generation
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Figure 1- Endocan and Homocysteine levels in Brazilian Renal Transplantation Recipients. A and B: Creatinine levels; C and D: eGFR MDRD; E and F: Time post-transplant;
G and H: Donor Type. P<0.05 was significant.

Figure 1- Figure 1, Erdogenous thrombin potenti | (ETP) and peak in Lowr to factor (LTF)a nd Highto factor (HTF)inRTR, A& time post-RT (T1s60; T2=61 to 119 and T32120 montts). B:
RTR allocated ingroups acsording estimated glomerubrfiltmtion mte (eGFR) (R1S60 vs R2=60 ml/min/1,73n¥, calculated by MDRD equatior). All Data are presented as medianand
irterquatile rarge, @ kubted by MannWhitrey or kruskalWallis test. P<0.05 wias signifiative.

CONCLUSIONS

REFERENCES

Malyszko.l et al, Endocan

Endocan and homocysteine levels were promising i

s of
cardiovascular and cardiorena risk in RTR, with association to renal
function. Donor type and time post. transplantation showed no

influence in mechanism of rising levels of and h

However, further studies are needed to investigate the role of these

biomarkers as a tool after transplantation.

concentration in kidney transplant recipients,

lantation Proceeding, 2018;2- 123.

Sandesh Parajull, MBBS et 3. Hypercoaguiabill in Kidney Transplant Recipirs.
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ABTO 2019
Local: Campinas, Sao Paulo - Brasil
Data: 16 a 19 de outubro de 2019

Apresentacao oral

4+ OR12429: Avaliagdo de biomarcadores da disfungcdo endotelial e sua
associacdo com a fungdo do enxerto em pacientes receptores do transplante
renal.

4+ OR12432: Teste de geragdo de trombina para avaliacdo de pacientes
receptores do transplante renal.

Apresentacao de pdster

4+ PO314-17: Niveis de endocan e homocisteina em pacientes receptores do
transplante renal

1D: 12434

\ NiVEIS DE ENDOCAN E HOMOCISTEINA EM
M PACIENTES RECEPTORES DO TRANSPLANTE RENAL

UNIVERSIDADE FEDERAL

*Correspondente: correiosuellen@gmail.com

INTRODUGCAO MATERIAL E METODO
0 endocan é um marcador com papel ha adesio Cem (100) RTRs foram alocados em grupos de acordo
celular e distdrbios inflamatérios. A homocisteina, com os niveis de creatinina (C1= 1,5 e C2> 1,5mg/dL); eRFG

derivada da metionina hepatica, acarreta dano (R1% 60 e R2> 60mL/min/1,73m2) e tempo pos-transplante (T1<
vascular. Assim, endocan e homocisteina sdo 60; T2= 61-119; T3 120 meses). Os niveis de endocan foram

considerados novos marcadores da disfungio mensurados pelo méodo de ELISA e homocisteina por
endotelial’. Neste contexto, objetivou-se investigar a || turbidimetria. Os dados foram apresentados como mediana e
relagio entre os niveis de endocan e homocisteina intervalo interquartil (IQ) e a comparagiio entre os grupos,

com a evolugio do enxerto em receptores de realizada pelos testes Mann-Whitney ou Krusskal-wallis
transplante renal (RTRs), visto que a integridade do (Graphpad PRISM, versdo 7.0 e IBM-SPSS, vers3o 23.0). O valor
endotélio vascular esta associada com a melhor de p<0.050 foi considerado significativo.

sobrevida dos RTRs'2.

»

p=0.015 p0.01

RESULTADOS

)

Os RTRs com pior fungio renal apresentaram
niveis elevados de endocan [C1= 49mg/dL (1Q=25)

a0
);
C2=6,1mg/dL (I0=6,4) e R1= 5,8mL/min/1,73m? (IQ: o
R2= 45mL/min/1,73m? (1Q=2,1)] e homocisteina [C1= 3 20 "
18,7mg/dL (1Q=11,2); C2= 227mg/dL (IQ=20,0) e R1=
< &> < &

Endosan (L)

22,3mL/min/,73m2 (1Q=17,2); R2= 18,6mL/min/1,73m2
(10=93)], p<0.01 para todas as comparagdes. Nio
houve diferenga para as analises em relagdo ao tempo

- c o
pos-tr p-0002 p=0.010

DISCUSSAO E CONCLUSOES N
Mesmo com o transplante renal bem sucedido, os 2. oy
RTRs ainda apresentam alto risco de complicagdes, .
tais como disfungdo endotelial e eventos @
& & & &

Endacan (bL)
)
3

cardiovasculares’s. O declinio da fung3o renal cursa
com um estado de ativagdo das células endoteliais
vasculares e estado pro-inflamatorio, favoraveis a
estas complicagdes™. A elevagio dos marcadores F

m

101111 inep.13657.

avaliados demonstrou que a falha renal pode estar L NS
com a di ial. Estes achados, 15 ;“
aé o momento, nos pareceu mais relevante que a || _ -
classica associagdio com o tempo pos-transplante. 2w 13
Pode-se concluir que os niveis de endocan e H 2a
homocisteina sdo ferramentas promissoras para o 2 5 3 %
monitoramento de RTR. = g
5 :
REFERENCIAS ° s
Figua i iste deRTRS. AB: ivel
1 Malyesko, et o, Endocan concertraton n Kihey ransplant recients, | | siicar .0 «GFR MORD: £ Terpopés trnepiants
Transplantation Proceeding, 2018; 2- 12
2. Sandesh Parajuli, MBES et al., Hyﬂemoegu\ammv in Kidney Transplant
Recipients. Transplantation, 2016100; 718-72t
5 Wete 45 6t 8- Horossti aronetes sesoring to Renal Function snd || PALAVRAS CHAVE
Time after Transplantation in Brazilian Renal Transplanted Patients. Dis. T renal, Di =
Markers 2015; 2015: 472750 d
4. Martins SR et al., Cel-derived and factor in
Brazlian  renal  transplart recipierts.  Nephrology 2019 ‘ SUPORTE -
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