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RESUMO

O transplante renal € considerado o tratamento de escolha para pacientes com
doenga renal cronica em estagio terminal. O processo de rejeigao € uma das principais
causas de perda do enxerto, principalmente a longo prazo e pode afetar a integridade
e a fungao das células endoteliais. A associagao existente entre o transplante renal e
a funcdo endotelial pode ser avaliada por meio de biomarcadores como as
microparticulas celulares (MPs), o Fator de von Willebrand (FvW) e os polimorfismos
no gene da sintase do oxido nitrico endotelial (eNOS). O objetivo deste estudo foi
investigar a relagdo de microparticulas endoteliais (EMP) e plaquetarias (PMP), do
fator de von Willebrand (FVW) e dos polimorfismos G894T, T-786C e VNTR b/a no
gene da eNOS com a fungéo do aloenxerto, o tempo pés-transplante e a presenga de
historia prévia de rejeicdo em receptores do transplante renal. Foram avaliados 178
pacientes distribuidos em grupos de acordo com niveis de creatinina sérica; ritmo de
filtragdo glomerular estimado - eRFG, tempo pds-transplante e a presenca de histéria
prévia de rejeicdo ao enxerto. Quanto ao numero total de MPs, foi observado maior
numero de PMPs entre os pacientes com melhor fungao de filtragdo renal e, na
avaliacao de acordo com o tamanho, foi observado um predominio de PMPs e EMPs
de menor tamanho (< 0,7um) entre os receptores com melhor fungéo de filtragéo renal.
Pacientes transplantados recentes apresentaram um predominio de PMPs e EMPs de
maior tamanho (> 0,7um) em comparagéo aqueles pacientes com maior tempo pos-
transplante. Elevados niveis de FvW foram observados entre os receptores com niveis
intermediarios de creatinina e entre aqueles com histéria prévia de rejeicdo. A analise
de carreadores alélicos revelou menor frequéncia do carreador b do polimorfismo
VNTR b/a entre os receptores com pior funcdo de filtracdo renal e uma maior
frequéncia do haplétipo T-C-b foi observada entre os pacientes com melhor fungao de
filtragdo renal. Os resultados encontrados para as frequéncias alélicas, genotipicas,
modelos de carreadores alélicos e analise de hapldtipos dos polimorfismos estudados
de acordo com a histéria de rejeicdo ndo mostraram diferengas entre os grupos.
Correlagdes negativas foram observadas entre o tempo pds-transplante e as PMPs e
EMPs; entre os niveis de creatinina e as contagens de plaquetas, entre os niveis de
creatinina e as MPs totais; entre o eRFG e o FvW. Por outro lado, as contagens de
plaquetas correlacionaram-se positivamente com o eRFG, com os niveis de PMPs e
com os niveis de EMPs. Assim, tendo em vista as analises realizadas, conclui-se que
o declinio da funcéo do aloenxerto renal pode ser caracterizado por variados perfis de
PMPs e EMPs e por niveis aumentados do FvW. Em contrapartida, a presenca do
alelo b do polimorfismo VNTR b/a foi relacionado com melhores niveis de creatinina,
sendo considerado um potencial biomarcador no transplante renal.

Palavras-chave: Transplante renal; Microparticulas endoteliais; Microparticulas
plaquetarias; Fator de von Willebrand; Polimorfismos no gene da sintase endotelial do
oxido nitrico.



ABSTRACT

Renal transplantation is considered the treatment of choice for patients with end-stage
renal disease. The rejection process is one of the main causes of graft loss, especially
in the long term and can affect the integrity and the function of endothelial cells. The
association between renal transplantation and endothelial function can be evaluated
using biomarkers such as cell microparticles (MPs), von Willebrand Factor (VWF) and
endothelial nitric oxide synthase (eNOS) gene polymorphisms. The aim of this study
was to investigate the relation of endothelial (EMP) and platelet microparticles (PMP),
von Willebrand factor (vWF) and G894T, T-786C and VNTR b/a polymorphisms in the
eNOS gene with allograft function, post-transplantation time and presence of previous
history of rejection in renal transplant recipients. A total of 178 patients were evaluated,
distributed into groups according to creatinine plasma levels, estimated glomerular
filtration rate — eRFG, post-transplantation time and presence of previous history of
allograft rejection. Regarding the total number of MPs, higher levels of PMPs were
observed among patients with better renal filtration function and in the assessment
according to diameter, levels of PMPs and EMPs of smaller size (< 0.7 u m) were also
increased in recipients with better renal filtration function. Recipients with shorter post-
transplantation time had a predominance of PMPs and EMPs of larger size (>0.7um)
compared to patients with longer post-transplant time. Higher levels of vVWF were
observed among the recipients with intermediate creatinine levels and those with a
previous history of rejection. The analysis of allelic carriers revealed lower frequency
of carrier b of the VNTR b/a polymorphism in receptors with the worst renal filtration
function and a higher frequency of the T-C-b haplotype was observed among patients
with better renal filtration function. The results found for allelic and genotypic
frequencies, allelic carrier models and haplotype analysis of the studied
polymorphisms according to rejection history showed no differences between groups.
Negative correlations were observed between post-transplantation time and PMPs and
EMPs; between creatinine levels and platelet counts, and with total MPs; between the
eRFG and the FvW. On the other hand, platelet counts positively correlated with eRFG,
PMPs and EMPs levels. Thus, according to the analyses performed, it is concluded
that the decline of renal allograft function may be characterized by varying profiles of
PMPs and EMPs and by increased levels of vWF. In contrast, the presence of the b
allele of the VNTR b/a polymorphism was related to better creatinine levels, being
considered a potential biomarker in renal transplantation.

Keywords: Renal Transplantation; Endothelial Microparticles; Platelets Microparticles;
von Willebrand factor; endothelial nitric oxide synthase gene polymorphisms.
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1 INTRODUGAO E RELEVANCIA

A busca por uma terapia de reposi¢ao de 6rgéo esta presente desde os tempos
antigos, com relatos datados por volta de 348 d.C. A partir do inicio do século XX, os
transplantes de 6rgdo em humanos foram se tornando cada vez mais possiveis.
Entretanto, apenas meio século apds os primeiros estudos envolvendo os
transplantes, foi alcangcado o tdo sonhado sucesso da terapia. O transplante renal foi
0 pioneiro, e sua historia foi importante para a evolugdo dos procedimentos cirurgicos
e demais técnicas envolvendo a reposicdo de orgaos e tecidos (KROTH, 2015;
PEREIRA, 2004).

O transplante renal € o tratamento de escolha para pacientes com doenga renal
cronica em estagio avangado ou terminal (DRCT), dos quais inumeros s&o
dependentes das terapias dialiticas para manutencdo da vida. Tem como objetivo
proporcionar melhorias na qualidade de vida e maior sobrevida para estes pacientes.
Mesmo assim, os receptores do transplante renal (RTx) ainda apresentam elevado
risco de complicagdes cardiovasculares, em parte devido ao efeito dos préprios
imunossupressores. Embora o numero de receptores com aloenxerto funcional tenha
aumentado significativamente, o processo de rejeicdo ainda é uma das principais
causas de perda do enxerto renal (DURSUN; YEL; UNSUR, 2015; MOTA et al., 2015).

O Brasil é um dos principais paises que realizam transplantes no mundo, além
de dispor do maior programa de assisténcia publica gratuito para realizagdo de
transplantes de 6rgéos solidos e tecidos. No ano de 2016 foram realizados, no total,
5.512 transplantes renais, correspondendo a 24,6% do numero de 6rgaos solidos
transplantados no pais. Entretanto este numero esta longe de ser o ideal
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE TRANSPLANTES DE ORGAOS - ABTO, 2017a).

O numero de pacientes em lista de espera para a realizacdo do transplante
renal aumentou em relagdo a 2015. Em margo de 2017 o numero era de 20.965
pacientes, cerca de 30-35% da prevaléncia em didlise. Este aumento pode
proporcionar uma elevacéo do risco de mortalidade em fila. Diante de todos esses
fatores, tem-se cada vez mais uma maior necessidade de aprimorar os aspectos
relacionados tanto a doagao de 6rgéos, quanto as terapias de manutencéo. Além de
melhores métodos de diagnostico dos eventos de rejeicdo e de outras comorbidades
que culminam de forma invaridvel com a perda do enxerto renal (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE TRANSPLANTES DE ORGAOS - ABTO, 2016, 2017a).
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O endotélio vascular tem um importante papel no processo de rejeicao, sendo
considerado a primeira interface entre doador e receptor no pds-transplante renal. A
sua integridade € essencial para uma boa funcionalidade do enxerto. O endotélio
apresenta inumeras fungbes no organismo, tais como regular o ténus vascular,
garantir um estado vascular antitrombdtico e secretar importantes mediadores como
o Oxido Nitrico (NO) e o Fator de von Willebrand (FvW) (AL-MASSARANI et al., 2008;
DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003).

A disfuncao endotelial, definida como perda rapida ou progressiva das fungdes
das células endoteliais vasculares, pode se manifestar como alteragdes temporarias
ou permanentes, sendo considerada um evento chave para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares. E sabido que alguns polimorfismos do gene da sintase do
oxido nitrico endotelial (eNOS) vem sendo considerados como fatores predisponentes
para a disfuncdo endotelial, principalmente polimorfismos relacionados a redugao dos
niveis sintetizados de NO, tais como, -894T e -786C (AL-MASSARANI et al., 2008).

As principais metodologias utilizadas na pratica clinica para o diagndstico da
rejeicdo ao enxerto e monitoramento da fungao renal sdo a dosagem da creatinina
sérica e a analise da biopsia do enxerto. Infelizmente ambas apresentam
desvantagens. A creatinina sérica € um marcador ndo-especifico para o diagnostico
de disfungéo do aloenxerto e a biopsia, considerada a metodologia padrao ouro, € um
procedimento invasivo e de alto custo. Assim, torna-se bastante oportuno avaliar
novos biomarcadores sanguineos n&o-invasivos e associa-los a fungao renal, a fim de
determinar precocemente eventos favoraveis a rejeicdo do aloenxerto em RTx (AL-
MASSARANI et al., 2008; DURSUN; YEL; UNSUR, 2015).

As microparticulas celulares (MPs) vém sendo estudadas como potenciais
biomarcadores no transplante renal. Sdo caracterizadas como pequenas vesiculas,
de origem celular, formadas a partir da membrana plasmatica da célula progenitora,
apo6s processos de ativacao celular ou apoptose. Apresentam inumeras fungdes que
podem ser mediadas por interagdo com receptores de membrana especificos do tipo
celular que as originou e com células alvo préximas ou nao do seu local de formacéo.
As MPs podem também interagir com células alvo através da fusdo membranar,
liberando seu conteudo vesicular no interior daquelas; Estdo constantemente
presentes na circulagdo sanguinea e em outros liquidos corporais e podem, assim,

estar implicadas na regulac&o de 6rgaos e tecidos remotos (SHANTSILA et al., 2014).
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Diversos estudos demonstraram a presenga de niveis mais elevados de MPs
circulantes em pacientes com doenga cardiovascular e sindrome urémica. As
microparticulas endoteliais (EMP) e plaquetarias (PMP) podem induzir ou aumentar a
disfungéo vascular pré-existente, devido sua capacidade em prejudicar a liberagéo de
NO das células endoteliais em pacientes com DRCT. A avaliagédo dos niveis das EMP
e PMP pode fornecer informagdes uteis sobre o papel do endotélio vascular no
processo de rejeicao do aloenxerto renal, além de fornecer uma nova metodologia
para definir ou adaptar um esquema terapéutico pos-transplante (AMABILE et al.,
2005; DURSUN; YEL; UNSUR, 2015; HORN et al., 2013; LU et al., 2015).

Outro biomarcador que vem sendo considerado um potencial marcador para a
disfuncdo endotelial € o FVYW. Apresenta um papel crucial para a manutencédo da
hemostasia. Niveis plasmaticos elevados de FvW estdo associados aos processos
trombodticos e aterosclerdticos, bem como com a reducdo da fungcdo do endotélio
(ALPOIM et al., 2011; XIANG; HWA, 2016).

No presente estudo, os seguintes marcadores foram selecionados para
avaliacado dos RTx: EMP, PMP, FvW e polimorfismos da eNOS (VNTR b/a, G894T e
T-786C). A selecdo foi baseada na analise da importancia biologica de tais
marcadores, na disponibilidade comercial para a realizacdo dos ensaios e na
escassez de estudos sobre MPs no transplante renal, especialmente no Brasil. A
avaliacdo de EMP e PMP, correlacionando-as com os demais biomarcadores (FVW e
os polimorfismos da eNOS) &, portanto, um estudo inédito nos RTx. Deste modo, este
estudo se justifica plenamente, contribuindo para a definicdo de novas ferramentas

para o monitoramento e com valor prognostico no pos-transplante renal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Transplante Renal

O transplante é um procedimento cirurgico que consiste na reposi¢cédo de um érgéo
ou tecido de uma pessoa doente (receptor), por outro 6rgao ou tecido saudavel,
proveniente de um doador (falecido ou vivo), que sera relocado no receptor carente
de sua fungado. O 6rgao ou tecido a ser transplantado também pode ser chamado de
enxerto. Em consideragao a origem do enxerto e seu receptor, os transplantes podem

ser denominados como:

4+ Autdélogo ou auto-enxerto: Doador e receptor sdo a mesma pessoa, comum
em transplantes de tecidos;

4+ Singénico ou isoenxerto: Originado de individuos geneticamente idénticos.

Transplantes singénicos apresentam baixo ou ausente risco de rejei¢ao;

4+ Alogénico ou aloenxerto: Enxerto de origem geneticamente distinta, porém da
mesma espécie do receptor. Grande maioria dos transplantes realizados;

4+ Xenogénicos ou xenoenxerto: Doador e receptor sdo de espécies distintas.
Um exemplo de xenotransplante é a substituicdo de valvulas cardiacas doentes
de humanos por valvulas saudaveis de origem suina (ABBAS; LICHTMAN,
2007).

O transplante deve ser mantido e monitorado por diversos esquemas
terapéuticos, que visam a nao recusa do orgao pelo receptor, denominada por rejeicéo
do enxerto (ABBAS; LICHTMAN, 2007). O transplante renal € o tratamento de escolha
para os pacientes com Doenga Renal Crbénica Terminal (DRCT), no qual o rim
saudavel doado é transplantado na fossa iliaca do receptor. Os rins nativos
permanecem em sua posi¢cao natural, a menos que seja necessario sua remogao
(nefrectomia). O rim doado passara agora a exercer e complementar as fungbes
renais (Figura 1). E considerada a forma mais eficaz de Terapia de Reposigdo Renal
(TRR) por proporcionar um aumento na sobrevida do paciente a longo prazo, e uma
melhor qualidade de vida se comparado as outras formas de TRR (dialise peritoneal,
hemodialise e hemofiltragao) (JUNG; LEE; KWON, 2012; MATOS et al., 2016).
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—— Rim transplantado

I

Doador Receptor

Figura 1- Esquema representativo do transplante renal.
Fonte: Adaptado de SBN, 2009.

2.1.1 Histéria dos transplantes

A histéria dos transplantes se inicia desde os tempos mais remotos, povoando
o imaginario das pessoas, fundada em crengas religiosas e relatos miticos. A historia
do transplante renal acompanha a evolugao dos transplantes como um todo, por ser
o pioneiro e mais bem estudado dentre os demais. Um dos primeiros relatos, datado
por volta de 348 d.C., conta a histéria de dois irmaos gémeos e médicos que teriam
transplantado a perna de um soldado etiope recém-falecido em um sacristdo idoso
que havia perdido sua perna naquele mesmo dia. O sacristdo recuperou-se e voltou a
caminhar. Os médicos foram perseguidos, julgados e executados por Diocleciano por
atenderem a populagdo de forma gratuita e benevolente. Tornaram-se martires e
santos. Hoje sdo conhecidos como os santos S&o Cosme e Dami&o, padroeiros dos
meédicos cirurgides e farmacéuticos (Figura 2) (KROTH, 2015; PEREIRA, 2004).

Na primeira década do século XX, grandes cientistas impulsionaram as
pesquisas experimentais e a aplicagéo clinica dos transplantes de 6rgdos. Em 1902,
o cirurgido Emerich Ullmann concretizou o primeiro bem-sucedido transplante de
orgaos experimental na Escola de Medicina de Viena, onde ele realizou um
autotransplante de rim canino para os vasos do pescoc¢o do cdo, sendo observado
débito urinario resultante (PEREIRA, 2004).
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Figura 2- Quadro “O milagre dos santos Cosme e Damiao” por mestre Stettener, século XVI.
Acervo do Wiirttembergisches Landesmuseum, Stuttgart, Alemanha. Fonte: Pagina Image of
Surgery; Disponivel em: http://www.imageofsurgery.com/surgery_history_art.htm.

Outro grande contribuidor foi Alexis Carrel, que em um de seus experimentos
de transplantag&o de rim canino, obteve sobrevida de até nove meses para um dos
animais estudados. Ele foi o primeiro a descrever a importancia das anastomoses
arteriovenosas, permitindo assim a transposicdo de 6rgéos vascularizados. Alexis
Carrel, em 1912, recebeu o Prémio Nobel por suas contribuigbes para as cirurgias
vasculares e de transplantes. Contribuiu também com inumeras outras descobertas,
como a solugado antisséptica Carrel-Dakin, utilizada no tratamento de soldados durante
a primeira guerra mundial, além de melhorias e criagées de técnicas de cultivo celular
e de preservagao de orgaos fora do corpo, que deram a ele o titulo de “Pai dos
transplantes de o6rgédos” (COOPER; EKSER; TECTOR, 2015; DUTKOWSKI; DE
ROUGEMONT; CLAVIEN, 2008).

O primeiro relato de transplante de 6rgdos em humano data de 1902, realizado
pelo cirurgido Ullmann, que transplantou rim suino em uma mulher com sindrome
nefrética. Em 1906, ha outro relato por Mathieu Janoulay, em Lyon, onde realizou dois
xenotransplantes renais com funcionamento de 1 hora cada. Em 1933, foi realizado o
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primeiro alotransplante renal, por Voronoy. Entretanto, um dos primeiros relatos bem-
sucedidos datam da década de 50. Em 23 de dezembro de 1954, Joseph Murray
realizou o primeiro transplante renal singénico. O enxerto apresentou sobrevida de 11
meses (KROTH, 2015; PEREIRA, 2004; RIELLA, 2003).

Em um cenario margeado por insucessos, varias hipoteses surgiam na
tentativa de explicar as causas da perda do enxerto. Ainda em meados da década de
50, foram descritas as bases de um sistema antigénico expresso na superficie das
células, chamado de Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA), do inglés Human
Leukocyte Antigens. Posteriormente, foi verificado que se tratava do sistema principal
de histocompatibilidade em humanos. Guthrie foi quem sugeriu pela primeira vez o
envolvimento do sistema imunoldgico, o que impulsionou diversos estudiosos a
avancarem por este campo. Peter Medawar desenvolveu suas pesquisas com
enxertos de pele em coelhos e ganhou o Prémio Nobel em 1960 ao descrever “as leis
do transplante™. De forma sucinta, ele constatou que o processo de rejeicao do enxerto
seguia as mesmas leis da resposta imunolégica contra o nao-proprio, com
especificidade e geragao de células de memdéria. E Jean Dausset, Prémio Nobel de
Medicina em 1980, demonstrou a influéncia do HLA em transplante de pele em
humanos. O HLA do enxerto foi entdo considerado o principal alvo da resposta imune
do receptor. Sua compreensao passou a ser fundamental para o entendimento dos
mecanismos de rejeicdo (KROTH, 2015; PEREIRA, 2004; RIELLA, 2003).

Com o advento da imunossupressao, melhorias das técnicas cirurgicas,
avancgos das tipagens teciduais com o desenvolvimento dos testes de prova cruzada
e conhecimentos acumulados em torno dos processos de rejeicdo, a histéria dos
transplantes tornou-se mais relevante. Dando inicio a uma nova fase para o
transplante renal, bem como para os outros 6rgéos e tecidos, devido ao aumento da
sobrevida do aloenxerto e maior qualidade de vida para os receptores. Com o
surgimento da ciclosporina em 1976 e o seu emprego nas terapias de manutencéo
dos transplantes em 1983, o transplante de 6rgaos foi se transformando cada vez mais
em uma forma de terapia efetiva (BARROS et al., 2006; KROTH, 2015; PEREIRA,
2004).
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2.1.2 O transplante renal no Brasil

O primeiro transplante renal realizado no Brasil foi em 16 de abril de 1964 no Hospital
dos Servidores no Rio de Janeiro, mas o receptor perdeu o enxerto devido a rejeigéo
aguda (RA) e faleceu no oitavo dia pés-operatério. O primeiro transplante bem-
sucedido ocorreu em janeiro de 1965, com doador vivo, realizado no Hospital das
Clinicas de Sao Paulo e o primeiro com doador falecido ocorreu no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. A partir dai o numero de
transplantes renais realizados aumentou progressivamente, ganhando viséo
internacional (KROTH, 2015; PEREIRA, 2004).

Devido a nova realidade favoravel no cenario dos transplantes, a captacao de
grande numero de orgdos e tecidos provenientes de doador falecido tornou-se
imperiosa para a realizagdo em grande escala dos transplantes. Dessa forma foi
necessario o desenvolvimento de conceitos éticos e legislativos a fim de assegurar
suporte legal para os procedimentos, além de resguardar a gratuidade do ato de
doagéao e direitos, tanto para o doador quanto para o receptor. Em 8 de janeiro de
1988, foi criada no Brasil a Resolugao 1.246 do Conselho Federal de Medicina, que
no capitulo VI, retrata o tema Doac&o e Transplante de Orgaos e Tecidos. A partir dai,
inumeras resolugdes foram criadas e substituidas com o objetivo de suprir as questdes
em aberto que surgiam ao longo dos avangos dos procedimentos (ABTO, 2009;
PEREIRA, 2004).

As praticas clinicas envolvidas no transplante renal obedecem diversas leis e
estatutos. No Brasil, a Lei n® 9.434/1997 conhecida como a Lei da Doagao Presumida
de Orgao foi uma das primeiras a serem formuladas. Ela determinava que qualquer
individuo que venha a falecer seria um potencial doador de 6rgdo, sem a necessidade
da consulta familiar, sendo que o cidadao contrario a doagdo de 6rgaos necessitava
documentar sua decisdo em vida. Devido sua ma repercussido na populacdo e
entidades médicas, foi editada dando origem a Lei n°® 10.211, em 23 de margo de
2001, quando voltou a ser utilizado o consentimento informado. A nova legislagéo
passou a regular também todos os programas assistenciais, além de equipes e
instituicées. Tal resolugdo em vigor para a politica nacional de transplantes esta em
sintonia com as Leis n° 8.080/1990 e n°® 8.142/1990 que regem o funcionamento do
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Sistema Unico de Saude (SUS) (ABTO, 2009; SECRETARIA ESTADUAL DA SAUDE
DO ESTADO DO PARANA, 2014).

Em 1997, através do Decreto Federal n°. 2.268, foram criados no Brasil 6rgaos
para controle, registro e fiscalizagao dos procedimentos relacionados aos transplantes
de 6rgéos e tecidos financiados pelo SUS. Dentre eles foram criados o Sistema
Nacional de Transplantes (SNT) e as Centrais de Notificagdo, Captacgéao e Distribuigdo
de Orgaos (CNCDO), presentes em cada estado. A partir de 2001, por determinagao
da portaria GM/MS n° 905/2000, foram criadas as Comissdes Intra-Hospitalares de
Doacdo de Orgdos e Tecidos para Transplantes (CIHDOTTs) que possuem um
importante papel em todas as etapas do processo de transplante. Atualmente, estao
em atividade 673 CIHDOTTs em todo o pais. O Brasil possui 0 maior sistema publico
de transplantes do mundo, onde aproximadamente 95% dos procedimentos e
cirurgias sao realizados por meio da utilizagado dos recursos publicos. O SUS oferece
assisténcia integral ao paciente transplantado (ABTO, 2017b; BRASIL, 2017).

O Ministério da Saude e a Associacdo Brasileira de Transplante de Orgéos
(ABTO) divulgaram, pelo Registro Brasileiro de Transplantes (RBT), os dados
numeéricos referentes a atual situagédo do pais em relagédo aos transplantes de 6rgéaos
e tecidos realizados em cada estado. O Quadro 1 evidencia a evolugdo dos
transplantes de 6rgdos em numeros absolutos realizados no Brasil, de janeiro de 2007
até marco de 2017.

Quadro 1 — Numeros absolutos de transplantes de 6rgaos soélidos realizados
no Brasil entre janeiro de 2007 e marco de 2017

, Jan\07-
Orgaos 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017* 7
mar

Coracdo 161 201 201 166 160 228 271 311 353 357 83 2.492
Figado 1.008 1.177 1.334 1.413 1.496 1.600 1.722 1.757 1.809 1.881 506 15.703
Pancreas 163 174 160 133 181 153 143 128 120 134 32 1.521
Pulmé&o 46 53 59 61 49 69 80 67 74 92 16 666

Rim 3.475 3.823 4.298 4.662 4.993 5435 5.657 5.657 5.590 5.512 1.416 50.325

*Dados referentes ao primeiro trimestre de 2017.
Fonte: ABTO, 2017a
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Em 2016 foram realizados 5.512 transplantes renais, sendo 1.216 com
doadores vivos e 4.296 com doadores falecidos. O estado de S&o Paulo é o principal
estado transplantador, onde foram realizados cerca de 2.049 transplantes renais,
seguido por Minas Gerais, com cerca de 563 cirurgias. Infelizmente, houve uma
reducao de 1,7% no numero de transplantes renais feitos no ano de 2016 em relagao
ao ano anterior. O Ministério da Saude justifica esta queda devido a diminui¢do dos
transplantes renais com doador falecido (reducéo de 2,4%), mesmo com o aumento
da taxa dos doadores efetivos. Estes dados atentam para um provavel aumento dos
descartes dos aloenxertos e da recusa de doacao pelas familias. Em relagdo aos
doadores vivos, 0s numeros sdo animadores. Houve uma estabilizagdo no numero de
doadores vivos com um consequente crescimento de 0,9%, apds dez anos em
constante queda. Mesmo assim, a atual taxa de 5,9 por milh&o de populagdo (pmp)
se encontra muito abaixo da taxa ideal, a qual gira em torno de 10 pmp (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE TRANSPLANTES DE ORGAOS - ABTO, 2017a; MOTA et al., 2016).

Os numeros para o primeiro trimestre de 2017 (janeiro/margo) sdo promissores.
Foi detectado um aumento de doadores efetivos de 8,9% se comparado a taxa do
mesmo periodo em 2016. Muito se deve ao aumento (31%) da taxa de notificagéo e
efetivagdo. Entretanto esses dados nem sempre foram favoraveis. Em 2015 a ABTO
emitiu um alerta por meio do RBT, relatando uma redugao na taxa de potenciais
doadores se comparado ao mesmo periodo em 2014, considerada a primeira redugao
desde 2007. A meta para o ano de 2017 € de 16,6 pmp de doadores efetivos. Em
relacdo ao numero de transplantes realizados, comparado ao mesmo periodo de
2016, houve um aumento de 2,8% no transplante renal. Em comparacao, com doador
falecido este aumento foi de 3,2% e com doador vivo 1,0% (ABTO, 2017b).

Mesmo com tais avangos descritos, ainda € grande a espera pelo transplante
devido ao baixo numero de doadores em potencial. O numero de pacientes que
aguardam em lista de espera a realizagdo do transplante renal no Brasil, em margo
de 2017, foi de 20.965 com uma taxa de mortalidade em fila de 2,3%. Para o estado
de Minas Gerais 0s numeros sao de 2.352 pacientes ativos em fila de espera com
taxa de mortalidade em margo de 2017 de 2,4%. A taxa de ndo aproveitamento de
rins de doador falecido no ano de 2017 ainda se encontra bastante elevada (31%). O
nao aproveitamento se deve a perda da viabilidade do 6rgédo que pode ser devido a
diversos fatores, tais como, tempo prolongado de isquemia fria e acondicionamento

inadequado. O aprimoramento dos aspectos relacionados a doagao de o6rgéaos,
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transplante e a lista de espera sdo os objetivos propostos pela ABTO para o ano de
2017 (ABTO, 2016, 2017b; MOTA et al., 2016).

2.1.3 Classificagao dos potenciais doadores e receptores

Para que um paciente esteja apto a receber o 6érgéo enxertado, ele n&o deve
apresentar condigdes clinicas e laboratoriais que possam por em risco a prépria vida
ou prejudicar a fungdo do enxerto (COTTONE et al., 2007). O preparo do receptor se
inicia mediante uma avaliagdo clinica e laboratorial completa. Sdo poucas as
contraindicagbes para o transplante renal, e devem ser diagnosticas e corrigidas
quando possivel. O Quadro 2 informa as principais contraindicagdes, absolutas ou
relativas para o transplante renal (SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA,
2006).

Quadro 2: Principais contraindicacoes absolutas e relativas para o transplante

renal
Contraindicacdes absolutas Contraindicacoes relativas
Sorologia positiva para HIV Portadores de oxalose primaria
Neoplasias malignas (ou tratadas, com Idade superior a 60 anos com cateterismo
menos de 2 anos de seguimento) e/ou mapeamento cardiaco alterados

Portadores de diabetes mellitus com
cateterismo e/ou mapeamento cardiaco
alterados ou doppler de artérias iliacas
demonstrando arteriopatia moderada

Doenca pulmonar crdnica avancada

Doenga cardiaca grave sem indicagao de

o . e Doenca neuro-psiquiatrica grave
tratamento cirurgico ou intervencionista ¢ psiq 9

Vasculopatia periférica grave, com sinais Portadores de anomalias uroldgicas e/ou
clinicos evidentes de insuficiéncia vascular disfungao vesical severa. Poderao ser aceitos
periférica ou com estudo de doppler apos estudo clinico e cirurgico do caso

mostrando lesbes graves em artérias iliacas
Criangas com peso inferior a 15 Kg. Poderéao
Pacientes portadores de cirrose hepatica ser aceitas apds estudo clinico e cirurgico do
caso

Obesidade madrbida

Auséncia de suporte familiar ou pessoal para
adesao ao tratamento, pelas condigbes
sociais, de vida e de moradia

HIV: Virus da imunodeficiéncia humana (do inglés, Human Immunodeficiency Virus)
Fonte: SBN, 2006.
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Algumas contraindicagdes sao consideradas temporarias, tais como: presenca
de infec¢des ativas ou com tratamento incompleto; transfusdes sanguineas recentes
(< 15 dias); perda do enxerto por mecanismos imunologicos e ulcera gastroduodenal
em atividade (SBN, 2006).

A obesidade é considerada um fator de risco para o desenvolvimento da
doenga renal cronica (DRC), sendo uma contraindicagao relativa para o transplante
renal. Pacientes com indice de massa corporal (IMC) = 35 Kg/m? sdo desqualificados
para o transplante (KAZANCIOGLU, 2013). Quanto mais elevado o IMC maiores s&o
0s riscos para efeitos adversos a longo prazo apés o transplante, como problemas de
cicatrizagdo de feridas, infecgbes, sangramentos, obstrugcédo uretral e internagdes
hospitalares mais frequentes. Pacientes obesos apresentam, ainda, maiores
incidéncias de perda do enxerto por rejeicées agudas e crénicas. O comprometimento
renal se relaciona com a presencga da hipertrofia tubular e hiperfiltracdo glomerular, o
gue pode ocasionar uma maior tensdo na parede do capilar. A obesidade também
contribui para a patogénese da DRC e pode favorecer o processo inflamatorio, o
estresse oxidativo e a disfungéo endotelial (KAZANCIOGLU, 2013; KURNATOWSKA
et al., 2016).

A selecao e a identificagdo de potenciais doadores séo consideradas um dos
principais passos para o processo de transplantacdo. O doador é avaliado
rigorosamente, sendo foco de intensa investigagdo clinica, fisica, laboratorial e de
imagem. Desta forma, assegura-se a qualidade do 6rgao por evitar a transmissao de
patologias ao receptor, além de favorecer o sucesso da terapia. Os potenciais
doadores para o transplante renal sao classificados quanto ao seu tipo: falecido, vivo
relacionado (parente) ou vivo ndo-relacionado (ndo-parente) (ABTO, 2008; BARROS
et al., 2006; SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2006).

Os doadores falecidos devem apresentar como causa do 6bito a morte
encefalica, definida como a parada total e irreversivel da atividade do tronco e
hemisférios cerebrais, de acordo com a resolugao n° 1.480/97 do Conselho Federal
de Medicina. Para a confirmacdo da causa da morte, sdo necessarios dois exames
cliniconeurolégicos e um exame grafico complementar. Com o objetivo de manter a
viabilidade do possivel 6rgédo a ser transplantado, deve-se manter em constante
monitoramento a funcao respiratoria do doador através da ventilagdo mecanica e

medicacoes, além da homeostase de qualquer outro sistema. Doadores com parada
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cardiaca recente podem doar os 6rgédos, em especial os rins. Aqueles com parada
cardiaca tardia (até 6 horas) podem doar apenas tecidos (ABTO, 2009; BARROS et
al., 2006). O candidato a doador falecido deve se enquadrar em condigdes
preestabelecidas como idade entre 5 e 65 anos, auséncia de doenga renal, infecgdes
sistémicas e neoplasias. E desejavel também a auséncia da hipertensdo arterial
sistémica, bem como de diabetes mellitus (DM). O potencial doador n&o deve
apresentar anuria e\ou creatinina sérica acima de 2,5mg/dL (ABTO, 2009; PEREIRA,
2004). Considera-se doador vivo relacionado aqueles com parentesco consanguineo
até o quarto grau, e para os demais casos, doador vivo n&o relacionado. O ato de
doagado de orgaos entre vivos deve ser de livre e espontanea vontade, de forma
gratuita, sem configurar transagdo comercial. Em muitos casos ha necessidade de
autorizac&o judicial. Os doadores vivos devem ser maiores de idade, com idade
maxima de 70 anos e estarem em condi¢des de saude fisica e mental 6timas (ABTO,
2017a; GALLIFORD; GAME, 2009; WEITZ et al., 2006).

Além da compatibilidade do grupo sanguineo e da maior compatibilidade
possivel em relagdo ao HLA entre doador e receptor, o teste de prova cruzada (cross-
match) do receptor deve ser negativa para aloantigenos especificos do doador. Desta
forma, as taxas de rejeicdo ao enxerto s&o menores (ABTO, 2017a; GALLIFORD;
GAME, 2009; WEITZ et al., 2006). O doador vivo € a melhor opgao para o transplante
renal, por proporcionar melhor sobrevida do paciente e do enxerto quando comparado
ao doador falecido, além da n&o necessidade de espera em fila. Entretanto, a retirada
do rim no doador vivo pode ocasionar problemas de saude futuros. Assim, medidas
sdo tomadas para aumentar o numero de captacdo de dérgédos provenientes de
doadores falecidos, mesmo estando relacionados com uma menor sobrevida do
enxerto (ABTO, 2017b; DAVIS; DELMONICO, 2005).

Com o objetivo de preservar e reduzir os riscos cardiovasculares, tem-se
aplicado o transplante em condic&o pré-emptiva, ou seja, em fase pré-dialitica desde
que o potencial receptor apresente uma taxa de filtragcdo glomerular (TFG) menor que
20mL/min/1,73m?. Essa estratégia tem aumentado a sobrevida do enxerto, visto que
o tempo da terapia dialitica antes do transplante influencia negativamente na
sobrevida do enxerto (ALVES et al., 2015), sendo que quanto maior o tempo de dialise
realizado no pré-transplante, maior € a chance da ocorréncia de comorbidades no pds-
transplante, como a disfuncédo endotelial. O transplante pré-emptivo € indicado para
qualquer receptor, principalmente para pacientes com DM (COOREY et al., 2009).



32

2.2 Aspectos gerais do sistema imunolégico no transplante renal

No transplante renal, a resposta imunoldgica frente ao enxerto, se inicia com a
acao dos linfocitos T, ao reconhecerem por meio de seu receptor de membrana
[receptor de célula T (TCR)], antigenos nao-proprios derivados do enxerto, chamados
de aloantigenos. Estes sdo proteinas codificadas pelo complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) do inglés, Major Histocompatibility Complex. Nos seres
humanos, o MHC é formado pela reunidao de genes localizados na regido do brago
curto do cromossomo 6, que compdem o sistema HLA (ABBAS; LICHTMAN, 2007;
RIELLA, 2003).

O reconhecimento de aloantigenos, ou alorreconhecimento, pode ocorrer por
meio de mecanismos diretos ou indiretos, com a participacdo de células
apresentadoras de antigenos. No alorreconhecimento direto, as células T alorreativas
identificam diretamente os antigenos HLA do doador por meio da apresentagao de
antigeno por uma célula do doador, desencadeando a resposta imune. Pela via
indireta, o alorreconhecimento ocorre por meio da apresentagcdo de antigenos por
células do proprio receptor. Apds o alorreconhecimento, inumeros eventos se iniciam
com o objetivo de intensificar a resposta contra o ndo-proprio, com envolvimento de
varias células e da intensa producédo de citocinas (ABBAS; LICHTMAN, 2007;
BARROS et al., 2006; RIELLA, 2003).

Estes eventos sdo considerados pecas centrais para o desenvolvimento do
processo de rejeicdo ao enxerto que devido a intensificagdo da resposta inflamatoria
ira provocar destruigdo do orgao transplantado, ocasionada pela infiltracéo tecidual de
leucdcitos e de sua atividade citotoxica. O processo de rejeigao constitui a principal
causa de disfuncdo do enxerto no pds-transplante recente e tardio devido a
deteriorizag&do da fungéo renal, sendo considerada a principal causa de insucesso da
terapia de transplantagao (BARROS et al., 2006; RIELLA, 2003).

2.2.1 Rejeicao ao Enxerto

Os transplantes de 6rgaos e tecidos culminam de forma invariavel para o
processo de rejeicdo ao enxerto devido a uma resposta imunoldgica adaptativa. O

principal alvo da resposta imunolégica no transplante renal, com sistema ABO



33

compativel, sdo as moléculas que compdem o sistema HLA (ABBAS; LICHTMAN,
2007; SECRETARIA ESTADUAL DA SAUDE DO ESTADO DO PARANA, 2014).

A rejeigdo ao aloenxerto tem sido classificada de acordo com o periodo de
ocorréncia (hiperaguda, aguda e crbnica) e a forma predominante de resposta do
sistema imune (celular e/ou humoral) (DUMMER, 2011; MUBARAK et al., 2017).

O diagnostico da rejeicdo ao enxerto deve ser realizado precocemente, a fim
de evitar grandes perdas do tecido renal. Entretanto os marcadores usuais clinicos
para a fungdo renal sdo considerados marcadores tardios, pois grande parte s6 se
eleva quando a fungao renal ja esta sendo perdida de forma significativa, como é o
caso da creatinina sérica e proteinuria. A biopsia € considerada o “padrao-ouro” para
o diagnostico de rejeicdo, mas trata-se de um método invasivo, de alto custo e que
exige profissionais altamente qualificados para sua realizagdo e analise. Por essa
razao, tem-se optado cada vez mais por meétodos bioquimicos de avaliagao da funcao
renal (JUNG; LEE; KWON, 2012).

Com o objetivo de padronizar os termos e classificagdes histopatologicas das
rejeicdes, foi criada a classificagdo de Banff em 1991. Tal classificacédo € hoje
reconhecida mundialmente. As reunides para a formulagdo dos critérios Banff
trouxeram grandes melhorias para as diversas areas dos transplantes por meio da
criacdo de diretrizes e uma maior compreensdo sobre as principais patologias
presentes apds o transplante renal. Desta forma, os critérios de Banff procuram
esclarecer e ampliar o conhecimento sobre a resposta imune mediada por anticorpos,
além do papel do endotélio vascular na rejeicdo, favorecer a determinagdo de
marcadores nao-invasivos e oferecer atualizagdes sobre os transplantes de 6rgéos
(HAAS et al., 2014; SIS et al., 2010; SOLEZ, KIM, 2010).

Os critérios para a classificagao das rejeicdes agudas mediadas por anticorpos
foram incluidas na classificagao de Banff em 2003, os quais eram compostos por trés
principais topicos; evidéncias sorologicas, imunopatoldgicas e morfologicas (KUO et
al., 2015). As classificagdes de Banff sdo constantemente atualizadas e novos critérios
sédo formulados para classificar as rejeicdes. Recentemente, em 2015, ocorreu uma
nova reunido para discutir e atualizar as categorias diagndsticas de Banff. O Quadro

3 representa, de forma resumida, as categorias diagnosticas atualmente em vigor.
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Quadro 3 — Resumo dos critérios para classificagao das categorias Banff em

vigor
Categoria Descricao
1. Normal Padrao histologicamente normal
2. Alteracoes Presenca de anticorpos circulantes anti-doador, deposicéo de C4d
mediadas por sem evidéncia de rejeicao ou patologia do enxerto. Pode ser RA ou
anticorpos RC, ou presenca de C4d sem evidéncia de rejeicao

3. Alteracoes Presenca de focos de tubulite intersticial e artrite

Borderline
4. Rejeicao Rejeicdo aguda mediada pelas células T ou rejeicao crbnica
mediada por mediada pela ativagdo precoce das células T, com arteriopatia
células cronica do enxerto
5. FIAT Fibrose intersticial/Atrofia tubular (FIAT) sem evidéncias de uma

) etiologia especifica

Outras alteragdes, nado atribuiveis a rejeicao aguda ou crdnica. Esta

6. Outras categoria inclui a hipertensao crénica, a toxicidade por drogas
alteracoes imunossupressoras, a obstrucao renal crénica, a pielonefrite e as

infeccbes virais

RA: rejeicdo aguda; RC: rejeigéo crénica;
Fonte: (LOUPY et al., 2016; MUBARAK et al., 2017; SEMENTILLI et al., 2008).

Com o desenvolvimento de testes mais modernos para a avaliacao dos perfis
de histocompatibilidade entre doador e receptor e de novas terapias
imunossupressoras, os casos de rejeicdo hiperaguda e aguda tem reduzido
significativamente. Entretanto a rejeicdo cronica do enxerto ainda permanece como
uma das principais causas de perda do enxerto (JUNG; LEE; KWON, 2012).

2.2.1.1 Rejeicao hiperaguda

A rejeicao hiperaguda (RH) é aquela que se manifesta pouco tempo apds o
término do procedimento cirdrgico ou até mesmo durante o procedimento. E mediada
por anticorpos preformados contra aloantigenos do doador, em virtude da existéncia
de uma sensibilizacdo prévia. A sensibilizacdo pode ser proveniente de transfusdes
sanguineas pregressas, gravidez ou transplantes passados. Pode ocorrer também

devido a incompatibilidade entre doador e receptor, pode ser tanto por
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incompatibilidade ABO como por HLA. Os receptores que apresentam este tipo de
rejeicdo geralmente tém altos titulos de anticorpos circulantes anti-HLA (ABBAS;
LICHTMAN, 2007; BARROS et al., 2006; RIELLA, 2003).

A RH pode ocasionar grandes lesdes endoteliais e, consequentemente,
ativagdo plaquetaria e do sistema complemento aumentada. Em parte, devido a
expresséo do fator de von Willebrand (FvW) pelo endotélio exposto lesionado. De
forma resumida, este processo culminara em um dano isquémico irreversivel devido
a diversos fatores imunologicos e hemostaticos, como por exemplo, o aumento de
fatores pré-coagulantes que favorecem a formagéo de trombos e oclusdo vascular.
Esse tipo de rejeicdo apresenta péssimo prognodstico, além de dificil controle e
tratamento. A utilizacdo de testes de prova cruzada pré-transplante € considerada
uma forma de prevengéo de ocorréncia da RH, através da selecdo de um 6rgdo com
maior compatibilidade possivel. Sua realizagdo no pos-transplante € indicada para a
deteccédo de anticorpos anti-HLA, o que auxilia no diagnésticos das rejeicoes (ABBAS;
LICHTMAN, 2007; DUMMER, 2011; RACUSEN; HAAS, 2006).

2.2.1.2 Rejeicao aguda

A RA ocorre entre o periodo de trés a noventa dias pds-transplante, mas pode
ocorrer também em fases mais tardias, principalmente se a terapia imunossupressora
instalada for inadequada ou por causas da ndo adesao ao tratamento pelo receptor.
E detectada inicialmente pelo quadro clinico com piora da fungo renal, elevacéo dos
niveis de creatinina sérica, febre, hipertensao arterial, ganho de peso, enxerto dolorido
e com maior volume e reducdo do débito urinario (BARROS et al., 2006).

A RA é subdividida de acordo com o mecanismo mediador principal das
alteragdes teciduais, pode ser tanto celular como humoral. Normalmente, o
componente celular € o mais predominante e uma rapida intervengéao terapéutica pode
reverter esta situagcdo na maioria dos casos. Esse tipo de rejeicdo € tratada
primeiramente com pulsoterapia de corticoide e na falta de resposta terapéutica séo
empregados anticorpos especificos contra linfocitos. As RAs n&do pressupdem uma
pré-sensibilizacdo do doador contra o receptor e se iniciam quando o sistema imune
do receptor entra em contato com os aloantigenos do enxerto (ABBAS; LICHTMAN,
2007; KOO et al., 2015).
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A RA celular é caracterizada pela presengca de um infiltrado inflamatério
intersticial focal ou difuso que culmina em perda tecidual, com grande participagao
das células T. O principal alvo s&o as células do endotélio vascular renal, formando
endotelite endovascular. Este é o principal achado histopatoldgico (KOO et al., 2015;
SHl et al., 2015).

Na rejeicdo aguda mediada por anticorpos ocorre o que é chamando de reagao
aloantigeno-aloanticorpo com envolvimento do HLA do enxerto. Esta ligagao favorece
a ativacdo da via classica do complemento que leva a destruicdo do endotélio,
aumentando o infiltrado celular e a formagé&o de trombos (ABBAS; LICHTMAN, 2007).

2.2.1.3 Rejeicao crénica

A Rejeicdo Crbnica (RC), também denominada por nefropatia crénica do
enxerto, apresenta evolucdo lenta e pode ndo ser precedida por episddios de RA. E
considerada como a principal causa de perda e reducdo da sobrevida do enxerto
devido principalmente ao espessamento vascular. O dano tecidual é gradual,
dominado por obliteragdo vascular progressiva e fibrose intersticial, ocorrendo a
substituicdo progressiva do parénquima renal normal por tecido fibroso (LOUPY et al.,
2016). A patogénese da RC ainda n&o esta totalmente elucidada, ha indicios de
envolvimento tanto de processos imunologicos como n&o-imunolégicos. O tempo de
isquemia fria, o numero de episodios de rejeigao, a incompatibilidade HLA e infecgbes
por citomegalovirus (CMV) s&o os mais importantes fatores que favorecem a RC
(RIELLA, 2003; SERON; MORESO, 2007; SIS et al., 2010).

Na avaliagdo histopatolégica, a RC pode apresentar graus variados de
intensidade. As principais alteragbes histoldégicas sdo esclerose glomerular,
arteriopatia cronica, fibrose intersticial e atrofia tubular (FIAT) (LOUPY et al., 2016;
SOLEZ, K. et al., 2008).

O endotélio vascular tem um papel importante na fisiopatologia da RC, visto
que estas células ativadas aumentam a producdo de mediadores quimicos pro-
inflamatdrios, elevam a expressao de MHC e de moléculas de adesdo. Desta maneira
eleva-se a resposta inflamatdria local, com proliferagdo do tecido muscular liso
induzindo diretamente a deposi¢cdo de matriz extracelular, o0 que podera originar uma

obliteragc&o vascular, parcial ou total (SOLEZ, K. et al., 2008).
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2.3 Endotélio vascular

O endotélio vascular renal é considerado a primeira interface entre doador e
receptor no transplante de rim. Desempenha um papel como apresentador de
antigeno de forma direta ou indiretamente as células T citotdxicas e, ao mesmo tempo,
podem ser o alvo da agéo da resposta imune (DURSUN; YEL; UNSUR, 2015).

O endotélio reveste a superficie interna dos vasos sanguineos e esta
intimamente ligado ao subendotélio, constituido por matriz extracelular (CHENG et al.,
2015). Por apresentar variada morfologia, normalmente suas células s&o
caracterizadas como planas. No entanto, podem apresentar formato cubico ou
retangular com espessuras variadas (0,1 -1,0 micra). As células endoteliais se alinham
na direcao do fluxo sanguineo em resposta a pressao hemodinémica de cisalhamento
do sangue (Shear-stress). O endotélio pode ser continuo (fenestrado ou n&o
fenestrado) ou descontinuo. A matriz extracelular é formada por proteinas derivadas
do endotélio, tais como: colageno, laminina, fibronectina, FvW, trombospondina, entre
outras. A ativacao das células endoteliais pode ocorrer devida a agao de efeitos fisicos
e quimicos, favorecendo a modulagdo de respostas que visam a manutencao da
homeostase vascular quando ha a liberagdo de anticoagulantes, pré-coagulantes,
moléculas de adeséo, fatores fibrinoliticos entre outras (HOFFBRAND; MOSS, 2013;
ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2013).

As células endoteliais apresentam diferentes fungcdes. S&o responsaveis por
regular o ténus vascular e garantir, em condigdes normais, um estado vascular
antitrombdtico. Controlam a adesao plaquetaria e de leucdcitos, contribuem de forma
importante para a angiogénese por meio da modulagado do crescimento do musculo
liso, participam do processo de fibrindlise, do metabolismo de lipoproteinas e da
apresentacao de antigenos de histocompatibilidade. Além de participarem de outras
reacgdes inflamatorias e hemostaticas (HEISS; RODRIGUEZ-MATEOS; KELM, 2015;
YAU; TEOH; VERMA, 2015). Nos rins, as células endoteliais apresentam
caracteristicas fenotipicas distintas nos variados tipos de vasos sanguineos e nos
capilares glomerulares (CHENG et al., 2015).

A disfuncdo endotelial € caracterizada como perda rapida ou progressiva das
funcbdes das células endoteliais vasculares, podendo ser alteragbes temporarias ou
permanentes. Sabe-se que sua exposigao prolongada e repetida aos agentes toxicos,
infecciosos ou aterogénicos pode induzir a perda da integridade endotelial, sendo este
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um dos principais eventos para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares
(HEISS; RODRIGUEZ-MATEQOS; KELM, 2015).

A avaliagcdo das alteragdes endoteliais em receptores do transplante renal
(RTx) tem sido dificultada por varios fatores, dentre eles a avaliagdo pontual por meio
de biopsia do enxerto. Essa técnica, conforme mencionado anteriormente, apresenta
varias limitacdes, como oferecer apenas um quadro restrito ao tempo e a localizagao
dos danos endoteliais, visto que pode subestimar a lesao vascular sistémica. Por essa
razao, a avaliagao endotelial por meio de marcadores plasmaticos tem se mostrado
mais facil e acessivel, como a determinagéo do FvW, da trombomodulina soluvel (TM)
(ZAHRAN et al., 2015), do oxido nitrico (NO) (PENG et al, 2014) e, mais
recentemente, pelo emprego das microparticulas endoteliais (EMP) (AL-MASSARANI
et al., 2009; FRANCA et al., 2015).

2.4 Microparticulas celulares

As microparticulas (MPs) constituem um grupo de vesiculas de origem celular
formadas a partir da membrana plasmatica de diversos tipos de células e apresentam
tamanho variado (0,1 - 2,0 ym de didmetro). S&o liberadas apos ativagéo celular ou
apoptose. Podem ser encontradas em circulagdo no sangue periférico, urina, liquidos
cavitarios ou em outros liquidos corporais. Apresentam antigenos de membrana e
conteudo citoplasmatico provenientes das células de origem. As proteinas de
membrana e citoplasmaticas, acido ribonucleico mensageiro (RNAm), microRNAs,
acido desoxirribonucleico (DNA) e fatores pro-coagulantes s&o os principais exemplos
de constituintes das MPs. Entretanto, sdo encontrados antigenos de membrana
distintos daqueles da célula de origem devido a uma provavel remodelagdo da
membrana, conferindo as MPs fungbes especificas (AL-MASSARANI et al., 2009;
BRODSKY et al., 2008; BUDAJ et al., 2012; CARVALHO et al., 2017; NOMURA, 2016;
SHANTSILA et al., 2014).

As MPs apresentam um amplo espectro de fungbes bioldgicas que se
relacionam com os seus constituintes. Proporcionam uma comunicagéao intercelular
ao transferirem seu conteudo através da fusdo membranar ou através da interagao de
seus receptores de membrana com outras células, estando estas proximas ou n&o ao

seu local de origem. Esta comunicagéo se relaciona com a mudancga do fenétipo e das
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funcbes das células alvo, além de induzir a ativagcdo de cascatas de sinalizagao
(BEYER; PISETSKY, 2010; FRANCA et al., 2015; NOMURA, 2016; PUDDU et al.,
2010; QAMRI et al., 2014). Sendo assim, as MPs tém um papel importante na
homeostase celular, regulam a inflamagao, estimulam a coagulagédo, afetam as
funcbes vasculares e apoptéticas, podem desempenhar um papel na proliferagao e
diferenciagao celular, além de contribuirem para o desenvolvimento da aterosclerose
e do cancer. Entretanto, todas as suas fun¢des nao estdo completamente elucidadas
(AL-MASSARANI et al., 2009; TURTURICI et al., 2014).

As principais MPs em circulagdo no plasma sao derivadas das plaquetas,
células leucocitarias e células endoteliais. Niveis elevados de MPs em circulagdo tém
sido detectados em desordens vasculares, bem como em doengas trombdticas,
inflamatorias sistémicas, cardiacas (BUDAJ et al., 2012; HELBING et al., 2014,
MOREL et al., 2011; KAM et al., 2015), pulmonares (VION et al., 2013) e doencgas
renais (AMABILE et al., 2012).

As MPs podem ser caracterizadas e quantificadas por técnicas laboratoriais
como a citometria de fluxo, considerada como a principal ferramenta de analise, e por
imunoensaio enzimatico (ELISA) de captura. As metodologias baseiam-se na
deteccdo de antigenos de membrana provenientes das células de origem, presentes
nas MPs e na presenga da fosfatidilserina externalizada. Ambas apresentam
vantagens e desvantagens e fica a critério do pesquisador optar pela metodologia
ideal (DANIEL et al., 2008; SHANTSILA et al., 2014).

2.4.1 A formagao das microparticulas

Todas as células sanguineas sdo capazes de produzir e liberar as MPs. Sua
formagao e liberagdo envolvem uma reorganizagdo da distribuigdo da membrana
plasmatica, com exposicdo da camada de fosfatidilserina e modificacdo do
citoesqueleto celular. Diferentemente das MPs, os exossomas (30 a 100 nm de
didmetro) s&do originados a partir de um produto final da via endocitica e os corpos
apoptoticos (1,0 — 5,0 um de didmetro) a partir de fragmentos celulares apos estimulos
apoptoticos (Figura 3). O termo microvesiculas inclui os exossomas, as MPs e os
corpos apoptoéticos e, muitas vezes, o seu uso € ambiguo na literatura. Essas trés

populagdes se diferenciam tanto por seu tamanho, quanto pela composicdo e
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formagdo (BUDAJ et al., 2012; CARVALHO et al., 2017, GYORGY et al., 2011;
HELBING et al., 2014; SHANTSILA et al., 2014).
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Figura 3 - Representagdo esquematica do processo de formagao das vesiculas extracelulares
e as diferencgas do didmetro entre elas. A: Formacéao das microparticulas celulares (MPs) apés
ativagao celular; B: Célula em processo de apoptose, com formacdo de MPs e corpos
apoptoticos; C: Exossomas dentro dos corpos vesiculares e externamente, apés a liberacao
das vesiculas.

Fonte: Adaptado de BEYER; 2010.

As células em seu estado quiescente apresentam uma composigao distinta da
sua forma ativada. Em repouso, a distribuicdo dos fosfolipides da membrana
plasmatica € assimétrica, sendo que a fosfatidilserina e o fosfatidilinositol estao
localizados no folheto interno da bicamada, enquanto a fosfatidilcolina e a
fosfatidiletanolamina estdo no folheto externo. A manutengdo dessa assimetria &
mantida por trés enzimas distintas: flippases, floppases e scramblases (MOREL et al.,
2011). As flippases contribuem para a translocacdo de fosfatidilserina e
fosfatidilinositol do folheto externo para o interno, sdo consideradas como Adenosina
Trifosfato (ATP) dependentes. A elevag&o da concentracao de calcio intracelular inibe
seu transportador. As floppases sao ativadas pela elevacdo do calcio intracelular e
atuam como catalisadoras no transporte de fosfatidilserina do folheto interno para o
externo. Finalmente, as scramblases, consideradas como ATP independentes,
também sao ativadas pela elevagéo do calcio intracelular, o que promove movimentos
aleatérios que facilitam a circulagdo de fosfatidilserina entre ambos os folhetos da

membrana, interno e externo. A elevagao das concentragdes de calcio sdo essenciais
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para a alteracado da disposicao dos folhetos e perda da assimetria com a exposi¢cao
da fosfatidilserina, evento chave para a formagdo das MPs (DANIEL et al., 2008;
DURSUN; YEL; UNSUR, 2015; MOREL et al., 2011; NOMURA, 2016; TURTURICI et
al., 2014). A Figura 4 elucida o processo de formagao das MPs.

A ativagdo ou apoptose celular induzem a liberacdo das MPs através de
estimulos quimicos e fisicos, como citocinas, trombina, endotoxinas, shear-stress e
hipdxia. Estes estimulos promovem o aumento do calcio intracelular, proveniente do
reticulo endoplasmatico, importante para a ativacdo enzimatica e responsavel pela
reorganizagao do citoesqueleto. Estas alteragdes celulares culminardo em uma
exposi¢cao da fosfatidilserina e a formacéo das vesiculas, com a liberacdo das MPs
para a circulacdo. Porém, o processo de formagao das microparticulas ainda ndo esta
totalmente elucidado e mais estudos sdo necessarios para uma maior compreensao
da sua constituicao e fisiologia (DURSUN; YEL; UNSUR, 2015; MOREL et al., 2011;
NOMURA, 2016).
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Figura 4 - Representagao do processo de formagéo das microparticulas celulares (MPs).
A célula progenitora apos receber o estimulo (ativagdo e/ou apoptose celular) ocorre um
aumento do calcio intracelular favorecendo a quebra do citoesqueleto cortical, evento
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essencial para a externalizagao da fosfatidilserina com formagéo das microparticulas
derivadas da membrana plasmatica celular.
Fonte: Adaptado de TURTURICI, 2014.

2.4.2 Microparticulas derivadas das plaquetas e células endoteliais

As microparticulas derivadas das plaquetas (PMPs) correspondem a 70 - 90%
do total das MPs circulantes em individuos saudaveis. Estdo relacionadas com
eventos favoraveis e desfavoraveis para a homeostase vascular. S&o produzidas em
resposta a estimulos diversos, como shear-stress, trombina e colageno. Diferentes
efeitos bioldgicos tém sido atribuidos as PMPs, incluindo estimulagdo da coagulagéo
sanguinea, participagdo na patogénese da aterosclerose, les&o vascular, processos
inflamatorios, proliferacdo de células 6sseas, trombose e progressao do tumor, bem
como a interagdo com células endoteliais e leucécitos. Além de estarem associadas
com a regeneracgao vascular, favorecendo a angiogénese (FRANCA et al., 2015; KIM
et al., 2004; MEZOUAR et al., 2014; WILLIAMS et al., 2014). Apresentam varias
glicoproteinas de membranas, tais como GPIIb/llla e GPIb/IX, e expressam P-
selectina e CD154 (NOMURA, 2016).

Baldwin et al. (2011) demostraram que as PMPs podem migrar para fora dos
vasos sanguineos quando ha a ligagdo com neutrofilos ativados ou mondcitos
contribuindo para a infiltragdo celular no enxerto renal, favorecida pela maior
comunicagdo das PMPs com as células T, macrofagos e células dendriticas no
intersticio do 6rgao transplantado (BALDWIN; KUO; MORRELL, 2011).

Um outro estudo ja demonstrou que as PMPs apresentam efeitos sobre as
células endoteliais conferindo a elas protecao contra a apoptose e induzindo a
proliferagcdo e formacéo de estruturas tubulares. Por outro lado, as PMPs também
podem provocar lesdes nas células endoteliais reduzindo a vasodilatagdo mediada
pelo NO (KIM et al., 2004).

As EMPs representam uma pequena porgéo de MPs circulantes (cerca de 5%),
que podem conter os antigenos FvW e Fator Tissular (FT) ancorados em sua
membrana. Estdo fortemente associadas com a patogéneses das doengas
cardiovasculares e principalmente com a disfuncao endotelial (FRANCA et al., 2015).
A gravidade da lesédo ou disfungdo endotelial tem relagdo direta com os niveis de
EMPs em circulagdo. Devido a isso, as MPs podem ser consideradas novos
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marcadores para a disfungcdo endotelial (CUI et al., 2010). A circulagdo das EMPs
contribui para a elevagdo da disfungdo vascular pré-existente, por prejudicar a
capacidade das células endoteliais em produzirem e liberarem NO. Este fato ja foi
observado em estudos com pacientes com DRCT (AMABILE, et al, 2012). A
hipertensdo arterial sistémica (HAS), pré-eclampsia, aterosclerose e a disfungao
crénica do enxerto sao condi¢gdes onde ha uma intensa disfuncédo endotelial, no qual
as EMPs podem ser utilizadas como marcadores substitutivos para a avaliagao da
funcao do endotélio (HELBING et al., 2014).

2.5 Fator de von Willebrand

O FvW é uma glicoproteina multimérica formada por subunidades funcionais
unidas entre si por ligagdes dissulfeto, originando dimeros de 500KDa e multimeros
de variados tamanhos. Seu gene esta localizado na extremidade do brago curto do
cromossomo 12, contém 52 exons separados por 51 introns. A sintese do FvW ocorre
nas células endoteliais e nos megacariocitos, onde sdo estocados e armazenados na
forma de grandes multimeros (gmFvW) nos corpusculos de Weibel-Palade e nos
granulos alfa, respectivamente. Pode ser secretado para o plasma ou subendotélio,
constituindo a matriz extracelular em resposta a eventos inflamatérios, quando as
células endoteliais s&o ativadas e/ou apods sofrerem algum tipo de dano tecidual, com
consequente exposi¢cao do colageno subendotelial. O FvW em circulagdo no plasma
€ derivado, quase que exclusivamente, das células endoteliais. Estas podem secretar
o FvW tanto apds a sua produgcdo como apdés um periodo de armazenamento, ao
contrario dos megacariécitos que secretam o FvW constituido nos granulos, apos a
ativacao plaquetaria (XIANG; HWA, 2016).

Os multimeros do FvW apresentam variagdes em relacdo ao seu peso
molecular. Dentro dos compartimentos de estoque sdo maiores em relacdo aos
multimeros em circulagdo. Os gmFvW em circulagdo aderem-se as plaquetas e
formam grandes agregados plaquetarios e trombos, principalmente em pequenos
vasos. Devido a isso, os gmFvW sofrem a agdo de uma enzima responsavel por cliva-
los em multimeros menores, menos prejudiciais. Esta enzima & denominada de
ADAMTS13 (do inglés, A Disintegrin and Metalloproteinase with Trombospondin-1-like
domains). A ADAMTS13 é uma desintegrina e metaloproteinase com dominio
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trombospondina tipo 1, responsavel pela clivagem da ligagao peptidica entre a tirosina
(posigdo 1605) e a metionina (posigdo 1606) no dominio A2 do FvW, Figura 5. E
sintetizada pelo figado, plaquetas, células endoteliais e pelas células renais (ALPOIM
et al., 2011; COHEN-HAGAI et al., 2017; MOTA et al., 2015; XIANG; HWA, 2016).

O FvW ¢é crucial para a manutencdo da hemostasia. Sua ligagdo com o fator
VIIl da coagulagéo proporciona um aumento da meia vida deste fator, por reduzir sua
depuragédo plasmatica pela proteina C e por atuar na agregacao e adeséao plaquetaria
em sitios de lesdo vascular com colageno exposto. Em resposta ao shear-stress, o
FvW altera sua conformacgao circular para uma forma linear e ativa, atuante no
recrutamento de plaquetas. Niveis plasmaticos elevados do FvW estdo associados
com processos tromboticos e ateroscleréticos, bem como com a reducédo da fungao
do endotélio. Devido a isso, pode ser considerado um potencial marcador laboratorial
da disfungdo endotelial (ALPOIM et al., 2011; LU et al., 2015; JY et al., 2005; XIANG;
HWA, 2016).

O agravamento da DRC proporciona uma intensa ativagado plaquetaria e
disfuncao endotelial, podendo ser consequéncia da HAS e proteinuria, comum nestes
pacientes. Estudos ja relataram a ocorréncia de elevados niveis do FVW em
portadores de DRC, e que este biomarcador se correlacionou positivamente com o
declinio da func¢ao renal (CHENG et al., 2015; LU et al., 2015; SHEN et al., 2012).
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Figura 5 - Representagdo esquematica do processo de clivagem dos gmFvWs pela
ADAMTS13. A: modelo normal com clivagem do FYW em multimeros menores; B: modelo
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com ADAMTS13 deficiente com a formacéo de agregados plaquetérios. Fonte: Adaptado de
Lecturio.com. Disponivel em: https://www.lecturio.com/magazine/hemostaseology-blood-
disorders. Acesso em junho de 2017.

2.6 Oxido Nitrico

Como relatado anteriormente, o endotélio € responsavel por variadas fungdes
como regular o fluxo sanguineo. Esta funcdo é dependente da taxa de geracao de
NO, um dos principais produtos do endotélio. O NO é caracterizado como um radical
livre gasoso, formado a partir da oxidagcdo de um dos nitrogénios guanidino da L-
arginina, sendo transformada em L-citrulina com a participagdo de enzimas
catalizadoras, denominadas sintases do oOxido nitrico (NOS) (DUSSE; VIEIRA;
CARVALHO, 2003; MONCADA, 1994; REDDY et al., 2015).

A producéo e liberagao de NO é influenciada por diversos fatores tais como: a
adenosina-5-difosfato, a trombina, bradicinina, agonistas muscarinicos, a serotonina,
o shear-stress, entre outros (AZARPIRA et al., 2013; DUSSE; VIEIRA; CARVALHO,
2003; REDDY et al., 2015). Existem varios inibidores das sintases de NO, como a L-
Arginina Dimetil Assimétrica (ADMA), potente inibidor competitivo endégeno da NOS,
e seus niveis aumentados ja foram associados com a presenga da disfungéo
endotelial com consequente reducdo dos niveis de NO em portadores de DRC
(REDDY et al., 2015). O NO produzindo pelas células endoteliais se difunde facilmente
para o lumen vascular e para outras células. Assim, participa de diversas reagdes
fisioldgicas e fisiopatoldgicas. E um importante neurotransmissor e vasodilatador e
apresenta papel central no processo de relaxamento dos vasos sanguineos, além de
desempenhar um papel como inibidor da ativagdo plaquetaria. Esta envolvido em
processos de imunorregulacdo de mecanismos inflamatérios, autoimunes e
fibrinoliticos (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003).

A preservacgao da funcido endotelial € essencial para a manutencéo da fungao
renal e o NO apresenta papel importante neste controle (NAKAYAMA et al., 2010).
Nos rins, o NO participa do controle da hemodindmica renal, por agir em processos
fisiopatoldgicos importantes para a fungdo dos néfrons (DELLAMEA et al., 2014). O
NO pode aumentar a TFG por exercer efeitos nas arteriolas aferente e eferente, pode
ainda ser responsavel pela manutencdo da pressdo de natriurese e reabsorgao

glomerular por exercer influéncia na absorcdo de Ca?* em diferentes segmentos dos
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tubulos renais, induzir a secre¢ao de renina e controle do feedback tubuloglomerular.
Além de modular a atividade do nervo simpatico renal (DELLAMEA et al., 2014).

Um desequilibrio da biodisponibilidade de NO tem sido relatado nas doencas
cardiovasculares, doencas renais e na disfungcdo endotelial com consequente
aumento da progressao da leséo arteriosclerotica, alteragées do fluxo sanguineo, da
pressdo arterial e reducdo da irrigagcdo renal. Niveis reduzidos de NO estdo
relacionados a doencas como HAS, aterosclerose, DRC e em lesdes por isquemia-
reperfusdo (AZARPIRA et al., 2013; DELLAMEA et al., 2014; REDDY et al., 2015).

As NOS sao enzimas sintetizadas como mondmeros que necessitam formar
dimeros para se ligarem a tetrahidrobiopterina e a L-Arginina, anteriormente a sua
acao catalisadora da reacado de producdo de NO. O acoplamento da NOS é muito
importante para a producéo final de NO, visto que os NOS nao acoplados aos co-
fatores ou substratos geram apenas anions superéxidos instaveis do NO. Esta reagéo
€ denominada como “desacoplamento de NOS™ (LEE et al., 2016). As NOS s&o
caracterizadas como hemeproteinas da familia do citocromo P450-/ike, apresentam
trés isoenzimas (isoforma |, Il e lll) produzidas por inumeros tipos celulares e cada
isoforma possui origem genética distintas (AZARPIRA et al., 2013; HEISS;
RODRIGUEZ-MATEQS; KELM, 2015).

A isoforma | ou sintase do oxido nitrico neuronal (nNOS) & produzida pelos
neurdnios em maior quantidade, responsavel pela produgao de pequenas quantidades
de NO, implicado na regulagdo da excitabilidade neuronal, potencializagdo ou
depressdo da plasticidade simpatica e em processos ligados a memoéria e
aprendizagem. Pode ser expresso também pelas células cardiacas, musculo
esquelético liso, células endoteliais vasculares e nas células da macula densa renal
(LEE et al., 2016).

A isoforma Il ou sintase do 6xido nitrico induzida (iNOS) é a unica isoforma que
nao é produzida constitutivamente, sua produ¢ao ocorre nos macréfagos, Linfécitos
T, células endoteliais, miocitos, hepatdcitos, condriocitos, neutrofilos e plaquetas em
resposta a endotoxinas bacterianas e citocinas, sendo independente da
disponibilidade de Ca?*. A producédo de NO derivado das iNOS é bem superior se
comparado as NOS constitutivas, logo uma superexpressado desta isoforma esta
relacionada a efeitos deletérios para a fungdo cardiovascular, favorecendo os
processos aterosclerdticos (AZARPIRA et al., 2013; HEISS; RODRIGUEZ-MATEQS;
KELM, 2015).
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A isoforma Ill ou sintase do 6xido nitrico endotelial (eNOS) é a principal
isoforma responsavel por regular a fungéo vascular. E produzida principalmente por
células endoteliais, mas também por todas as células em circulagdo no sangue e ja
foi demonstrado que as microparticulas celulares também podem expressar eNOS
(HORN et al., 2013). As isoformas constitutivas nNOS e eNOS estdo mais envolvidas
em processos hemostaticos e sdo denominadas como Ca®* dependentes, pois
necessitam da ligagao Ca?*/Calmudolina para a sua ativacdo. Quando esse complexo
se desfaz as NOSs sao inativadas (AZARPIRA et al., 2013; HEISS; RODRIGUEZ-
MATEOS; KELM, 2015). Quando ha baixa expressdao de uma das isoformas
constitutivas pode ocorrer efeito compensatério pela outra isoforma, por exemplo, a
baixa expressdo de eNOS pode ser compensada pelo aumento da expressao de
nNOS (LEE et al., 2016).

2.6.1 Sintase do Oxido Nitrico endotelial e seus principais polimorfismos

A eNOS esta presente ancorada a membrana plasmatica das células
endoteliais, esta associacao facilita a interacdo com inUmeras proteinas sinalizadoras
da transducédo de sinal, repercutindo em sua atividade enzimatica e seu acesso as
vias intracelulares relacionadas com a producdo de NO (VIARO et al, 2000). A
presenca de fatores estimuladores, como por exemplo o aumento do atrito exercido
pelas células circulantes e a bradicinina, ocasiona sua translocagéo para o citosol e
sua ativagao, resultando no aumento do guanosina monofosfato ciclica (GMPc) e
consequentemente em maior liberacdo de NO justaposto ao vaso sanguineo, o
aumento da concentragdo de GMPc no interior da célula muscular promove o
relaxamento das fibras musculares, Figura 6 (AKCAY et al., 2004; HEISS;
RODRIGUEZ-MATEQS; KELM, 2015).

A eNOS é codificada por um gene com 26 exons localizado no brago longo do
cromossomo 7 (7935-36) com tamanho de 21Kb que codifica uma proteina de 135kDa
contendo 1203 acidos amino (DELLAMEA et al., 2014; ELUMALAI et al., 2014). A
regido relacionada a informagdo genética da eNOS esta envolvida com outras
patologias, como a sindrome metabdlica, doengas cardiovasculares (DCV) e renais
(NATH et al., 2009).
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A expressao de eNOS é regulada por varios fatores como alteragbes da taxa
de transcrigdo, da estabilidade do RNAm e por fosforilagdes. O RNAm da eNOS é
constituido por uma longa cadeia de 4052 nucleotideos que apresentam um tempo de
meia-vida de aproximadamente 10-35 horas. A sintese da proteina persiste mesmo
apos a interrupcéo da expressao génica (DELLAMEA et al., 2014; ELUMALAI et al.,
2014).
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Figura 6 - Representagédo esquematica do processo de formagédo do 6xido nitrico (NO) nas
células endoteliais. A oxidacao da L-Arginina produz NO e L-Citrulina através da enzima 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS).

Fonte: produzido pela autora.

A eNOS é muito expressa no endotélio vascular renal, nas arteriolas
glomerulares e em menor quantidade nos tubulos renais. Outra isoforma que também
pode ser encontrada nos rins € a nNOS, sua presenca esta mais relacionada com a
liberacao de renina (DELLAMEA et al., 2014). A eNOS também participa do processo
denominado de “desacoplamento de NOS™ que € responsavel, em partes, pela
reducdo da biodisponibilidade de NO. Este processo, que ao final gera superéxidos,
pode apresentar papel importante no processo de varias DCVs (DELLAMEA et al.,
2014).
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A producgéo total de NO esta diminuida na DRC, o que contribui para os eventos
cardiovasculares e progresséo do dano renal. Sdo muitas as causas, como a limitagéo
da disponibilidade do substrato L-Arginina e aumento dos inibidores enddégenos, em
particular da ADMA. Juntos, tém sido apontados como fatores favoraveis para a
aceleragdo da DRC (DELLAMEA et al., 2014; LEE et al., 2016; NAKAYAMA et al.,
2010).

Variagbes genéticas da eNOS também se relacionam com alteracées dos
niveis sintetizados de NO. O que pode estar relacionado com o agravamento da DRC
(DELLAMEA et al., 2014; ELUMALAI et al., 2014). Entretanto, nem sempre é possivel
correlacionar as alteragbes da expressao genica da eNOS com os niveis de NO
sintetizado e disponiveis. Isto se deve porque a sintese de NO é dependente da
disponibilidade de seus substratos e co-fatores, e foi relatado também que nas células
renais ocorrem variagées muito rapidas da sintese de NO e este fato torna os estudos
dos eventos moleculares envolvidos na regulacdo de eNOS renal muito mais
complexos (DELLAMEA et al., 2014), o que justifica a pouca existéncia de estudos
neste campo.

Estudos demostram que a presenga de delegbes no gene da eNOS, que
culminam em sua baixa expressio, estdo associadas com a ocorréncia de HAS,
disfungéo endotelial e anormalidades renais congénitas como hipoplasia glomerular e
morte de células tubulares (DELLAMEA et al., 2014; LEE et al., 2016; NAKAYAMA et
al., 2010).

Variados polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) tém sido descritos para o
gene da eNOS. A presenca de SNPs pode estar relacionada a altera¢des da sintese
de eNOS, com influéncia nos niveis de NO em circulagdo (ELUMALAI et al., 2014).
Os polimorfismos da eNOS mais bem elucidados sdo o G894T, o T-786C e o VNTR
b/a (do inglés, Variable Number of Tandem Repeat) (AKCAY et al., 2004; HEISS;
RODRIGUEZ-MATEQS; KELM, 2015). Estes polimorfismos tém sido associados a
varias patologias. O estudo de Bhandary et al. (2008) afirma que a presenga dos alelos
-894T e -786C esta associada com a presenca da hipertensao arterial e doencas
cardiovasculares em RTx. Outros estudos ja relataram altas frequéncias desses
polimorfismos em pacientes com DRCT e na nefropatia diabética (MAMOULAKIS et
al., 2009; EZZIDI et al., 2008; ACKAY et al., 2004; VIKLICKY et al., 2002).

O SNP G894T ¢ formado pela substituicdo de uma guanina por uma timina, no
nucleotideo 1917, com formagéo de aspartato ao invés de glutamato no codon 298 do
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exon 7. Este SNP tem grande influéncia na atividade enzimatica de eNOS e na sua
estabilidade, sendo o mais bem estudado entre os SNPs da eNOS (BAMBHA et al.,
2010; RAI et al., 2014). Este SNP esta relacionado com a alteracdo da estrutura
primaria da proteina final, o que pode induzir uma alterag&o funcional (DUTKIEWICZ
et al., 2010). No entanto, sdo encontrados dados conflitantes na literatura. Alguns
estudos ndo demonstraram diferengas significativas entre os genotipos de G894T na
atividade enzimatica da eNOS (FAIRCHILD et al., 2001; TESAURO et al., 2000). Por
outro lado, outros estudos apontam uma associagao do alelo variante -894T com o
desenvolvimento de patologias que cursam com baixa disponibilidade de NO, como a
HAS, doencgas coronarianas e a pré-eclampsia (AKCAY et al., 2004; ALPOIM et al.,
2014).

Bambha et al. (2010) observaram que a presenga do alelo variante -894T esta
associada com a piora da fungao renal e com o aumento do risco de DRC entre os
individuos pré e pos-transplante hepatico. Tesauro et al. (2000) demostraram que a
presenca do alelo variante em homozigose esta relacionada a maior fragilidade da
eNOS in vitro se comparado ao alelo selvagem em homozigose. Esta fragilidade pode
refletir em uma menor produg¢do de NO, devido a degradagédo da eNOS.

No SNP T-786C, a variagdo ocorre na regido promotora do gene na posi¢cao
786, na qual ha uma troca de uma timina por uma citosina. A presenca deste
polimorfismo esta ligada a diminuigdo da expressdo da eNOS por reduzir a atividade
promotora, diminuindo assim a expressao do gene (SHENKER et al., 2003; NATH et
al., 2009).

Mahmoodi et al. (2017) associaram a presenga do polimorfismo T-786C com o
aumento do risco de desenvolvimento e agravamento da doenga cardiovascular na
populagéo iraniana. Uma meta-analise conduzida por Kong et al. (2017) revelou
também que o polimorfismo T-786C esta associado com o aumento do risco de infarto
do miocardio na populagdo asiatica. Este SNP também ja foi associado com o
desenvolvimento da retinopatia em pacientes com DM tipo 1 (EZZIDI et al., 2008) e
HAS (SANDRIM et al., 2006), e baixos niveis de NO em portadores de DM tipo 2
(SANDRIM et al., 2006).

O polimorfismo VNTR b/a esta localizado no intron 4, sendo que o alelo a
contém cinco repeticdes em tandem de 27pb e o alelo b, quatro repeticbes em tandem
de 27pb (KONG et al., 2017). Sua presenga nao esta relacionada com alteragcdes da

estrutura enzimatica final, mas sim com alteragcdes das taxas de transcricdo e ou
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producdo. Podendo interferir também na funcionalidade normal da eNOS
(DUTKIEWICZ et al.,, 2010). O estudo de Zhang et al. (2005) sugere que a baixa
producdo de NO derivado do alelo variante do VNTR b/a esteja relacionado com a
baixa sintese do RNAm, resultado em menores niveis de eNOS.

Ja foi descrito uma associagdo do VNTR b/a com a fungéao retardada do enxerto
em RTx, indicando que a presencga do alelo variante se correlaciona com baixos niveis
de NO e diminui¢cao da expressao da proteina (DUTKIEWICZ et al., 2010). O estudo
de Elumalai et al. (2014) defende a existéncia de uma associagao entre o VNTR b/a e
o agravamento da DRC entre pacientes portadores de doenga renal policistica
autossGmica dominante.

Existem poucos estudos relacionando os polimorfismos da eNOS ao
transplante renal e sua evolugéo, com a presenca de resultados controversos. Grande
parte dos resultados contraditérios podem ser justificados levando-se em
consideragao as diferencas étnicas, além de fatores ambientais de cada populagao
estudada (AKCAY et al., 2004; DUTKIEWICZ et al., 2010; RAl et al., 2014; SHENKER
et al., 2003; UKAR et al., 2014; VIKLICKY et al., 2002; YILMAZ et al., 2009), o que
demonstra a necessidade de novos estudos. Portanto, devido a grande importéancia
desta enzima e de seus polimorfismos, 0 nosso estudo visa contribuir com novos

dados na populagao brasileira.

2.7 A disfungao endotelial no transplante renal

Os RTx representam uma populacdo de risco para o desenvolvimento da
disfungdo endotelial e aterosclerose, em fungdo das diversas comorbidades
associadas e da prépria terapia imunossupressora. Lesées vasculares culminam em
uma ativagdo endotelial que podera resultar em uma coagulagdo excessiva e
prejudicial. A hipercoagulabilidade propicia a substituicdo do tecido renal por tecido
fibroso e deposicéo de matriz extracelular. E sabido que a fibrina em excesso leva a
uma ativagao ainda maior da coagulacéo, intensificando o quadro protrombético. A
formacdo da aterosclerose nos vasos podera levar a perda renal por quadros
isquémicos, além de outras complicagbes (DURSUN; YEL; UNSUR, 2015; MOTA et
al., 2015).
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Juntamente com a rejeicdo do enxerto, a aterosclerose e a HAS séao
consideradas as principais complicagdes pds-transplante, sendo fatores de risco para
a perda do enxerto renal. Além disso, a perda da flexibilidade da parede arterial,
parcialmente influenciada pelo NO e pelo endotélio, tem sido vista como um fator
independente para os eventos cardiovasculares, relativamente frequentes em
pacientes com DRCT (AMABILE et al., 2005; DURSUN; YEL; UNSUR, 2015).

Niveis elevados de MPs foram detectados em processo de lesdo vascular
associada as doencas renais. Esta bem estabelecido que os pacientes com DRC
apresentam um processo acelerado de formacao da aterosclerose, devido a presencga
da disfuncdo endotelial. Sendo assim, as MPs poderiam representar novos
biomarcadores uteis para avaliar o risco cardiovascular associado a DRC e,
posteriormente, a disfuncdo do enxerto no pds-transplante (DANIEL et al., 2008).

Apesar da mensuracdo de novos biomarcadores ser bastante promissora, os
estudos acerca de suas aplicagcdes na rotina clinica e laboratorial ainda necessitam
de maiores investimentos e padronizagdes, a fim de tornar a determinacédo desses

marcadores uma realidade na monitorizagao do transplante renal.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a relagdo das microparticulas celulares, do fator de von Willebrand e de
polimorfismos genéticos da sintase do Oxido Nitrico endotelial com a fungdo do
enxerto, tempo pos-transplante e a presenga de historia prévia de rejeicdo em
receptores do transplante renal.

3.2 Objetivos especificos

Em receptores do transplante renal (RTx):

e Avaliar os niveis plasmaticos e o tamanho das microparticulas endoteliais
(EMP) e plaquetarias (PMP) de acordo com os niveis séricos de creatinina, o
ritmo de filtragdo glomerular estimado (eRFG), o tempo pés-transplante e a
presenca de historia prévia de rejeicao;

e Avaliar os niveis plasmaticos do fator de von Willebrand (FvW) e correlaciona-
los com os niveis séricos de creatinina, o eRFG, o tempo pds-transplante e a

presenca de historia prévia de rejeicao;

e Determinar e comparar as frequéncias alélicas, genotipicas, e dos haplétipos
dos polimorfismos G894T, T-786C e VNTR b/a no gene da eNOS de acordo
com o0s niveis plasmaticos de creatinina e a presencga de historia prévia de

rejeigao;

e |Investigar a associagdo dos biomarcadores avaliados entre si e com outros

parametros clinicos.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento experimental e aspectos éticos

Projeto base aprovado pelo

COEP
CAAE: 48443715.3.0000.5149
Produgéao do
I banco de

dados

Envio de nova proposta
ao COEP para emenda

s R I 7
Critérios de inclusao: Selegéo dos pacientes Critérios de nio
» Receptores do transplante renal | (Ambulatério de - inclusdolexclusio:
(RTx) com fung&o renal estavel transplante Bias Fortes - + Idade inferior a 18 anos;
elou com histdrico de rejeigéo; HC/UFMG e Hospital + Presenca de Intervengdes
Sao José - FCM/MG) cirdrgicas, fraturas recentes,
* |dade superior a 18 anos; ambos doengas hematoldgicas e
os sexos; doadores vivos ou infecgbes virais ativas recentes;
falecidos. * RTx sob hemodialise no
\_ Y, Pacientes L momento da abordagem. )
(n=300)

abe Niveis de Creatinina ab eRFG (mL/min/1,73m2) *"Tempo pés- ab< Rejeigao prévia
(mgldL) transplante (meses)
*R1:>90 (n=22); *T1: 1 a 24 (n=22); *REJ: Rejeicio relatada (n=62);
*C1: < 1,4 (n=93); *R2: 61 - 90 (n=53); +T2: 25260 (n=30); *n3oREJ: Sem episédio (n=78);
+C2:1,4 - 2,0 (n=47); *R3: 31 - 60 (n=73); *T3: 61 a 120 (n=56); *INDET: indeterminada (n=38).
+C3:>2,0 (n=38). *R4: < 30 (n=30). +T4: acima 120 (n=60).

Amostras
Biologicas

?Plasma citratado ®Plasma em EDTA ¢Sangue total em EDTA
(SmL) (5mL) (5mL)
Determinagao dos niveis . = . =
e tamanhos das EMPs e Detfarn_lmagao dos Detgrmln.agao dos
PMPs niveis de FVvW polimorfismos da
\ eNOS

f Analises Estatisticas \

» GraphPad PRISM; SPSS e stat pages;

» Normalidade testada por Shapiro-Willk;

» Dados normais: teste “t” de Student;

» Dados nao paramétricos: Mann-Whitney;

» Comparagéo entre trés grupos ou mais, Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn’s;

» Varidveis categoricas : teste de qui-quadrado de Pearson assintético (x2) ou teste exato
de Fisher.

» Anaélise de correlagédo: Spearman (Variaveis qualitativas) e Pearson (Variaveis
quantitativa);

» Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (genepop);

» Anaélise de Haplétipos realizado no programa PHASE;

K- Valor de p<0,05 como significativo. j
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O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais, CAAE —48443715.3.0000.5149 (ANEXO A e
B) sendo o titulo do projeto original “Avaliacdo de marcadores genéticos, inflamatorios
e hemostaticos em pacientes transplantados renais”.

O esclarecimento dos objetivos propostos pela pesquisa foi realizado pela
equipe pesquisadora para todos os participantes envolvidos no estudo. Com o
emprego de uma linguagem clara e objetiva, foi enfatizada a participag&o voluntaria,
gratuita e a livre decisédo de interromperem a participagado no estudo, além da grande
contribuigdo cientifica. A assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(ANEXO C) foi obtido de todos os voluntarios no momento da coleta sanguinea. Uma
ficha clinica padronizada (ANEXO D) foi formulada e preenchida para cada integrante
do estudo, com bases em seus dados clinicos e laboratoriais relevantes obtidos de
seus prontuarios médicos, para produc¢ao do banco de dados.

4.2 Casuistica

Foram selecionados para este estudo transversal, 178 RTx em controle
ambulatorial no setor de transplantes da Unidade Bias Fortes, do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A selegcdo dos participantes foi
sequencial ao atendimento e as amostras biologicas de sangue venoso foram
coletadas de cada participante do estudo, sem a necessidade prévia de jejum, no
mesmo momento da coleta sanguinea para o monitoramento laboratorial pos-
transplante, solicitado pelo nefrologista responsavel. A selegcdo dos participantes do
estudo foi realizada entre o periodo de agosto de 2015 a dezembro de 2016.

A data do transplante, o tipo de doador, a doenca de base e outros dados
referentes ao transplante renal foram obtidos dos prontuarios médicos assim como os
dados clinicos e laboratoriais do dia da coleta sanguinea, para a produ¢cdo de um
banco de dados e categorizagdo dos RTx em grupos. Os RTx foram distribuidos em
diferentes grupos de acordo com os niveis de creatinina sérica, eRFG, tempo pos-
transplante e presencga ou ndo de rejeicéo prévia (JUNG; LEE; KWON, 2012; LING et
al., 2007; MOTA et al., 2013).

Para a estratificacdo dos grupos de acordo com a creatinina sérica, foram
estabelecidos os seguintes valores de corte para os grupos:
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e C1: Creatinina inferior a 1,4mg/dL (n=93);
e (C2: Creatinina entre 1,4 e 2,0mg/dL (n=47);
e C3: Creatinina superior a 2,0mg/dL (n=38).

Os RTx também foram distribuidos em grupos de acordo com o ritmo de

filtracdo glomerular, calculado pela férmula Modification of Diet in Renal Disease

-1,154 -0,203

(MDRD) simplificada, sendo Homens = 175 x creatinina plasmatica x idade

-1,154 -0,203

e

Mulheres = 175 x creatinina plasmatica x idade x 0,742. Os grupos
estabelecidos de acordo com o eRFG foram baseados na classificagao dos cinco
estagios da DRC. Os estagios quatro e cinco da DRC foram incorporados em um unico

grupo (R4) (LAU et al., 2017).

e R1:eRFG > 90mL/min/1,73m? (n=22);

R2: eRFG entre 90 e 61 mL/min/1,73m? (n=53);

R3: eRFG entre 60 e 31 mL/min/1,73m? (n=73);

R4: eRFG: < 30mL/min/1,73m? (n=30).

Além disso, os RTx foram distribuidos novamente em quatro grupos de acordo
com o tempo poés-transplante. Dez RTx ndo foram incluidos nesta analise devido
a ndo obtencdo da data correta do transplante renal. Os demais participantes
foram distribuidos nos seguintes grupos:

T1: 1 a 24 meses (n=22);

T2: 25 a 60 meses (n=30);

T3: 61 a 120 meses (n=56);
e T4: acima de 120 meses pos-transplante (n=60).

Finalmente, os RTx foram distribuidos em grupos de acordo com a presenga
ou n&o de rejeigado prévia ao enxerto renal. Os dados para categorizagdo destes
grupos foram obtidos dos prontuarios meédicos. Sendo esta informagédo ausente ou
ndo relatada em 38 RTx. Desta forma, os RTx foram distribuidos da seguinte maneira:
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o REJ: Rejeic&o prévia relatada (n=62);
e n&oREJ: Sem episodio de rejeigdo (n=78);

o |INDET: Historia prévia de rejeicdo indeterminada (n=38).

4.2.1 Critérios de inclusao

e Receptores do transplante renal (RTx) com func&o renal estavel e/ou com
histérico de rejeicéo;

¢ |dade superior a 18 anos; ambos os sexos; doadores vivos e falecidos.

A confirmacéo da estabilidade clinica dos RTx foi realizada pela equipe de nefrologia
colaboradora deste estudo e por meio da consulta aos dados clinicos e laboratoriais
disponiveis nos prontuarios. A confirmagao da rejeigdo foi diagnosticada de acordo
com os resultados das biopsias do enxerto renal e/ou definida por um aumento nos
niveis séricos de creatinina em 0,3 mg/dL a partir do valor basal, ndo sendo atribuida
esta elevacdo a nenhuma outra causa, com normalizacdo dos niveis de creatinina

apos o tratamento com esterodides ou anticorpos anti-linfociticos.

4.2.2 Critérios de exclusao\ Nao inclusao

¢ |dade inferior a 18 anos;

¢ Intervencgdes cirurgicas recentes;

¢ Presenca de fraturas recentes;

e Presenca de infecgdes virais ativas, tais como CMV ou que estivessem em
terapia antiviral profilatica;

¢ RTx sob hemodialise no momento da abordagem;

e RTx portadores de disturbios hematolégicos, tais como hemorragias,
hemofilias, trombofilia, confirmados por meio de consulta ao prontuario ou por

relato do médico.
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4.3 Amostras bioldgicas

Foram coletados, de cada integrante do estudo, 5 mL de sangue venoso em
anticoagulante citrato de sédio 0,109 mol/L (VACUETTE®) e 5 mL em tubos contendo
anticoagulante K3 - acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1,8mg/mL em tubos
(VACUETTE®), por meio de coleta a vacuo, devidamente identificados, para obtengao
das amostras de plasma e DNA, respectivamente. As amostras foram colhidas no
Laboratério Central do Hospital das Clinicas da UFMG no mesmo momento da coleta
sanguinea destinada ao controle periddico pds-transplante renal. Apds a coleta, as
amostras foram devidamente acondicionadas e transportadas em caixas térmicas
refrigeradas até o momento de seu preparo, n&o ultrapassando o tempo maximo de 2

horas até a centrifugagao.

4.3.1 Preparo das amostras biolégicas

Para as amostras coletadas em EDTA, foi recolhida uma aliquota inicial de 600
ML de sangue total, para a extracdo de DNA, com a finalidade de investigar os
polimorfismos do gene da eNOS. As aliquotas de sangue total foram armazenadas
imediatamente em freezer vertical a -20°C (Eletrolux® modelo FE26) e descongeladas
apenas para a realizagdo da técnica de extracdo de DNA génomico. O material
excedente foi submetido a centrifugagéo, 2.500 rpm, por 20 minutos, em centrifuga
refrigerada (Jouan® modelo BR4i), a 4°C, para obtengdo das amostras de plasma.
Foram realizadas aliquotas de 500 pL de plasma em ftriplicata, armazenadas em
microtubos de polipropileno atéxico de centrifugacdo (Axygen®) devidamente
identificados e armazenadas em freezer vertical a -80°C (Jouan® modelo VX380) até
o momento do uso. As amostras colhidas em citrato foram centrifugadas a 3.500 rpm,
por 15 minutos, em centrifuga refrigerada (Jouan® modelo BR4i), a 4°C, para
obtengao das amostras de plasma pobre em plaquetas (PPP). Aliquotas de 500 uL de
plasma citratado foram preparadas e armazenadas no mesmo tipo de microtubo
descrito anteriormente. O PPP foi armazenado em freezer vertical a -80°C (Jouan®
modelo VX380). Cada aliquota de plasma (EDTA ou citrato) foi descongelada apenas
uma unica vez para a realizacdo dos ensaios de FYW e MPs, respectivamente
(CAMPOS et al., 2010).
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4.4 Métodos
4.4.1 Isolamento das microparticulas e analise por citometria de fluxo
4.4.1.1 Purificagcao das Microparticulas

As amostras de PPP foram descongeladas em banho-maria a 37°C apenas no
momento do uso. As amostras descongeladas foram centrifugadas a 13.000 rpm,
durante cinco minutos para obtenc&o do plasma livre de plaquetas (PLP). Finalmente,
100 pL do PLP foram diluidos em solugédo de tampao fosfato alcalino (PBS) contendo
citrato e heparina (1,0 uyg/mL) na proporgéo de 1:3 e posteriormente centrifugados a
14.000 rpm, durante 90 minutos, a 15°C. O sedimento resultante rico em MPs, foi
ressuspenso em 100 pl de tampéao de ligagdo anexina 1X (Annexin V binding® - BD
Biosciences, Califérnia, EUA) (CAMPOS et al., 2010).

4.4.1.2 Quantificagao e fenotipagem das microparticulas

As MPs foram quantificadas e fenotipadas por citometria de fluxo. A técnica foi
adaptada de Campos et al., 2010.

A caracterizagao fenotipica das MPs para determinagdo de sua origem celular
foi realizada com a incubacdo de 100 pL da solugdo contendo as MPs com os
anticorpos monoclonais especificos para: plaquetas (2,5 L de CD41a/ aloficocianina
- APC), células endoteliais (5,0 yL de CD51/61 PE) e 2 pL de Anexina V- Isotiocianato
de fluoresceina (FITC), para reconhecimento dos residuos de fosfatidilserina, que
geralmente estado presentes na superficie das MPs.

Como controle de isotipo, utilizou-se anticorpos IgG de camundongo marcados
com APC e PE. Apds a adicdo dos anticorpos, as amostras foram incubadas por 30
min., protegidas da luz e em temperatura ambiente. Apds a incubagao, as MPs foram
ressuspensas em 300 pL do tamp&o de ligagcdo de Anexina V (BD Pharmingen). As
amostras foram levadas ao citbmetro de fluxo (LSR Fortessa - Becton-Dickinson,
California, EUA), na Faculdade de Farmacia da UFMG, para as analises dentro de um
intervalo de 60 segundos de aspiragdo para cada amostra, assim contabilizando o
numero de eventos dentro de um determinado tempo. Para a quantificagdo absoluta
das MPs, ajustou-se o citbmetro de fluxo para realizar a leitura da amostra em alta
velocidade (60 yL/segundo) para cada amostra. O numero de MPs/uL de plasma foi
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entdo calculado como descrito previamente por Campos et al., 2010 de acordo com a

seguinte formula:

MPs/pL = (N x 400) / (60 x 100)

Onde:

N = numero de eventos adquiridos na regido das MPs;

400 = volume final por tubo antes da fenotipagem (uL);

60 = volume de amostra analisada durante a fenotipagem (uL);
100 = volume original da suspensdo de MPs (pL).

As analises dos resultados obtidos por citometria de fluxo foram realizadas com
a utilizacdo do programa FlowdJo, versao 8.7 (Tree Star). As estratégias de analises
estdo representadas nas Figuras 7 e 8. As MPs foram analisadas de acordo com sua
complexidade e seu tamanho, sendo forward scatter (FSC) versus side scatter (SSC),
respectivamente, com distribuicdo de dispersdao comparada a microesferas sintéticas
fluorescentes de tamanho definido, 0,7um 0,8um e 0,9um (Amino Fluorescent
Particles - Spherotech Inc. Libertyville, lllinois, EUA) para auxiliar a identificacdo das
populagdes das microparticulas avaliadas. Utilizou-se 10 pL da solugcdo de
microesferas fluorescentes adicionadas a 100 yL de PBS 1x estéril e foi realizada a
sobreposigao dessas microesferas sobre as MPs, alvo do estudo. Uma vez definida a
localizagdo correspondente as MPs, com a utilizagdo dos graficos de FSC versus
SSC, foi estabelecido o quadrante (gate) para selecdo das populagcbes das MPs,
marcadas com o anticorpo Annexin V FITC (Figura 7 A). Em seguida, foram
delimitados os graficos com os quadrantes especificos para anti-CD51 PE (endotélio)
versus SSC e anti-CD41 APC (plaquetas) versus SSC para quantificacdo das EMPs
e PMPs, respectivamente (Figura 7 B). Com a finalidade de eliminar quaisquer
interferentes provenientes de marcacgodes inespecificas, foram realizados controle de

isotipos dos anticorpos utilizados (Figura 7 C).
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Figura 7: Estratégia de analise para a quantificagdo das microparticulas celulares (MPs). A:
Identificacdo da regido contendo as populagdes de microesferas sintéticas de tamanho
definido (0,7um 0,8um e 0,9um); B: Defini¢cdo da regido contendo as populagées de MPs; C:
Sobreposicao das microesferas sintéticas (0,7um 0,8um e 0,9um) sobre as populagdes de
MPs alvo do estudo; D: Controles de isotipo FITC; E: Controles de isotipo APC; F: Controles
de isotipo PE; G: Determinagao das microparticulas celulares positivas para a marcagao com
anexina-FITC; H: Determinagdo das microparticulas plaquetarias (PMP) positivas para a
marcagdo CD41+/APC; H: Determinagao das microparticulas endoteliais (EMP) positivas para

a marcagédo CD51+/PE.

As MPs foram analisadas tanto por seu numero total por volume de amostra

como por subgrupos de acordo com seu o tamanho. A analise por tamanho leva em
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consideragao o potencial inflamatério das microparticulas avaliadas, uma vez que o
tamanho das MPs se correlaciona com a intensidade do processo inflamatorio
envolvido. De modo que, quanto menor for seu tamanho mais intenso € o quadro
inflamatdrio e/ou pro-coagulante instalado (DEAN et al., 2009; MONTORO-GARCIA et al.,
2012; MONTORO-GARCIA et al., 2014, 2015). Para a analise das MPs de acordo com
seu tamanho foi utilizado microesferas sintéticas de tamanho definido citadas
previamente para distribuicdo das MPs em dois novos grupos (Figura 8). Sendo:

e Microparticulas maiores: > 0,7um

e Microparticulas menores: < 0,7um
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Figura 8: Estratégia de andlise por tamanho das microparticulas celulares (MPs). A:
Identificacdo da regido contendo as populagdes de microesferas sintéticas de tamanho
definido (0,7um 0,8um e 0,9um); B: Definicdo da regido contendo as popula¢des de MPs; C:
Sobreposicao das microesferas sintéticas (0,7um 0,8um e 0,9um) sobre as populagdes de
MPs alvo do estudo; 1: Definigdo da regido contendo as MPs de tamanho maior que 0,7pum.
2: Defini¢cdo da regido contendo as MPs de tamanho menor ou igual a 0,7pum.

4.4.2 Determinacgao dos niveis plasmaticos do Fator de von Willebrand

A metodologia utilizada para a determinacgao dos niveis plasmaticos de FvW foi
o ELISA de captura. O principio do teste consiste na captura dos antigenos FvW
presente no plasma, por anticorpos policlonais anti-FvW, fixados em placas. Foi

utilizado o conjunto diagnéstico IMUBIND® FvW (American Diagnostica® Inc.,
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Stamford, EUA), seguindo-se rigorosamente as instru¢cdes do fabricante. A amostra
utilizada para este fim foi o PPP colhido em EDTA.

A leitura do ensaio foi realizada com o leitor de microplacas (VersaMax
Microplate Reader - MOLECULAR DEVICES, USA), na Faculdade de Farmacia da
UFMG. A concentracado do FvW de cada plasma testado foi obtida interpolando-se as
leituras das amostras em uma curva padrao construida.

O fabricante do kit diagndstico n&ao fornece valores de referéncia para os niveis
plasmaticos de FvW. Foi utilizado o valor médio de determinagdes realizadas em
plasmas de voluntarios saudaveis obtidos no Laboratério de Hematologia Clinica da
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais [805 mU/mL (683-

1012mU/mL)].

4.4.4 Analise molecular dos polimorfismos da sintase do éxido nitrico endotelial

4.4.4.1 Extragcao do DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir de aliquotas de sangue total com o
emprego do conjunto de reagentes BIOPUR mini spin®. As instrugcbes de uso do
fabricante foram seguidas rigorosamente. As amostras de DNA foram armazenadas
em microtubos de centrifugacéo a -20°C até o momento das analises por reagdes em

cadeia de polimerase (PCR).

4.4.4.2 Reagcao em cadeia da polimerase e Polimorfismo de fragmentos de
restricao

O DNA gendmico extraido das amostras de sangue de todos os participantes do
estudo foi submetido a investigagéo da presenga dos polimorfismos no gene da eNOS
(G894T, T786C e VNTR b/a). As técnicas realizadas para este estudo foram
padronizadas no laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular da Faculdade de
Farmacia da UFMG. As condicbes de reacdo foram previamente descritas e
adaptadas para este estudo (ALPOIM et al., 2013; AZARPIRA et al., 2013). Para os
SNPs, G894T e T-786C, foi empregada a metodologia de Polimorfismo de
Fragmentos de Restricdo (RFLP) e para o polimorfismo em repeticdo em Tandem,
VNTR b\a, foi utilizada apenas a técnica de PCR convencional.
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Foram utilizados os seguintes reagentes para as reagdes de PCR:
oligonucleotideos iniciadores (IDT®), desoxirribonucleotideos (Fermentas®), tampé&o
(pht Buffer B 10X- phoneutria®) e Taq polimerase (phoneutria®). As reagdes
continham um volume final de 15 pyL e foram realizadas em termocicladores (MJ
Research® modelo PT 100, EUA). Detalhes, incluindo as sequéncias dos
oligonucleotideos iniciadores, concentragdes dos reagentes, condigcbes empregadas
na PCR, numero de ciclos, temperaturas de anelamento, tamanhos dos produtos apos
as amplificagdes por PCR e apos as acdes das endonucleases de restricdo estao
representados no Quadro 4.

Quadro 4: Descrigdo das etapas empregadas na reagao em cadeia da polimerase
(PCR) para a genotipagem dos polimorfismos G894T, T-786C e VNTR b/a no gene da
sintase do 6xido nitrico endotelial

SNP (rs)
G894T (rs1799983) T-786C (rs 2070744)a VNTR b\a

5 5- 5-
Oligo senso CATGAGGCTCAGCCC TGGAGAGTGCTGGTGTA AGGCCCTATGGTAGT
CAGAAC-3 CCCCA-3° GCCTTT-3
5- 5- 5-
Oligo antisenso AGTCAATCCCTTGGT GCCTCCACCCCCACCCT TCTCTTAGTGCTGTGG
GCTCAC-% GTC-3° TCAC-3'

Concentracgao dos reagentes por reagao de PCR

Tampao 10x 1,5 uL 1,5 L 1,5 uL
dNTP (400 mM/mL) 1,5 ub 1,5 uL 1,5 uL
Oligo senso (10uM) 0,5 uL 1,0 uL 1,0 L
Oligo antisenso (10uM) 0,5 uL 1,0 uL 1,0 L
Taq (5U/ L) 0,15 uL 0,15 uL 0,15 uL
DNA (35ng/ L) 1,0 ub 1,0 ub 2,0 uL
Agua q.s.p. 15,0 pL 15,0 pL 15,0 pL
1 ciclo de 95°C 5 min . o . 1 ciclo de 94°C 4 min
Condigees depor WSO CO0S g0 TG0 g0 g 38 s 40 0
72°C 5min 30s, 72°C 60s, 72°C 5min 72°C 5min
Amplificagao 206pb 223pb 393pb e 420pb
Concentragao por reagio de RFLP
Tampao da enzima 10x 1,5 puL (Tango10X) 1,5uL (tampéo B) N.S.

/continua
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Enzima de restricao

(10 u/ L) Mbol 5U (Fermentas®) Hpall 5U (Fermentas®) N.S.
Produto de PCR 3,0 uL 5,0 uL N.S.
Agua q.s.p. 15,0 pL 15,0 uL N.S.
G= 206 pb T= 140pb e 40pb Alelo a= 393 bp
Tamanho do alelo T=119pb e 87pb. C= 90pb, 50pb e 40pb Alelo b= 420 bp

SNP: polimorfismo de nucleotideo unico; PCR: reagdo em cadeia da polimerase; dNTP:
Desoxinucleétido Trifosfato; DNA: acido desoxirribonucleico; q.s.p: quantidade suficiente para;
RFLP: polimorfismo de fragmentos de restri¢ao; pb: pares de base.

Fonte: (ALPOIM et al., 2014; AZARPIRA et al., 2013).

Apos amplificacdo do segmento especifico, utilizou-se a enzima Mbol
(Fermentas®) para a obtengcdo do gendtipo G894T. Esta enzima reconhece a
sequéncia 5-GATC-3’, presente no alelo 894T, no qual cria um sitio de clivagem no
fragmento amplificado gerando dois fragmentos de 119 pb e 87 pb, visualizados pos
corrida eletroforética. Os individuos que ndo possuem este alelo apresentam apenas
uma banda na altura do material amplificado sem digestdo (206 pb). Os individuos
heterozigotos para o polimorfismo apresentam as 3 bandas descritas.

Para o polimorfismo T-786C, utilizou-se a endonuclease Hpall (Fermentas®),
que reconhece a sequéncia 5-CCGG-3’, presente no alelo selvagem (-786T ou TT)
que originou fragmentos de 140 pb e 40 pb. Por outro lado, para os individuos
homozigotos para o alelo -786C ou CC, foi observado fragmentos de 90 pb, 50 pb e
40pb (os dois ultimos ndo sao visualizados, pois sao perdidos durante a corrida
eletroforética). Individuos heterozigotos apresentaram as bandas de 140pb, 90pb,
50pb e 40pb.

Para o gendtipo VNTR b/a foram obtidos fragmentos de 420 pb (gendtipo bb)
ou 393 pb (gendtipo aa) ou ambos (gendtipo ab). Os produtos gerados por PCR e
RFLP foram analisados em gel de poliacrilamida a 8%, corado com nitrato de prata. A
Figura 9 representa os padrbes de pares de base para cada polimorfismo e seus

genotipos.
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T786C G894T VNTRb\a
pb Bco TTCCTC pb TT TT GG GT pb Bco aa ba bb

FIGURA 9 — Gel de poliacrilamida contendo fragmentos obtidos apds realizagdo da PCR
(VNTR b/a) e digestdo com endonucleases de restrigdo (G894T e T-786C). A: Fragmentos
do SNP T-786C, primeira canaleta: padrdo de peso molecular de 100pb; segunda canaleta:
controle negativo (branco); terceira canaleta: genétipo homozigoto selvagem (TT) com peso
molecular de 140pb, quarta canaleta: homozigoto para o alelo variante (CC) com peso
molecular de 90pb; quinta e ultima canaleta: heterozigoto para o alelo variante (TC) com as
bandas 140 e 90pb. Nota-se que as bandas de 50 e 40pb ndo sdo observadas no gel. B:
Fragmentos do SNP G894T, primeira canaleta: padrdo de peso molecular de 100pb; segunda
e terceira canaletas: genétipo homozigoto para o alelo variante (TT) com peso molecular de
119 e 87pb; quarta canaleta: homozigoto selvagem (GG) com peso molecular de 206pb;
quinta canaleta: heterozigoto para o alelo variante com peso molecular de 206, 119 e 87pb.
C: Fragmentos do polimorfismo VNTR b/a: primeira canaleta: padrdo de peso molecular de
100pb; segunda canaleta: controle negativo (branco); terceira canaleta: genétipo homozigoto
para o alelo variante (a) com 393pb; quarta canaleta: heterozigoto com peso molecular de 420
e 393pb.

4.5 Producao do banco de dados

Mediante as analises dos prontuarios médicos foi possivel a obtengao dos
resultados laboratoriais dos participantes do estudo, referentes ao dia da sua inclusao
na pesquisa, tais como: hemograma, dosagens de imunossupressores, marcadores
de funcgéao renal e hepatica, urina rotina, dentre outros. Também foram obtidos dados
referentes ao ftransplante renal, como: data do transplante, tipo de doador,
compatibilidade HLA, doenca de base, comorbidades, terapia imunossupressora de
manutencgao, etc. Estas informacgbdes foram utilizadas para compor os diferentes
subgrupos do estudo e correlacionar os dados clinicos com os marcadores avaliados.
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4.6 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com a utilizagdo dos programas
GraphPad PRISM (versao 7.0), SPSS (versédo 13.0) e stat pages. A normalidade dos
dados foi testada pelo método Shapiro-Willk. A comparagao 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 do teste de Dunn’s. As variaveis categoricas foram
comparadas pelo teste de qui-quadrado de Pearson assintético (%) ou teste exato de
Fisher. A investigagao de correlagdes entre os parametros avaliados foi realizada pelo
método de Pearson para variaveis quantitativas e Spearman para variaveis
qualitativas.

Foi verificado se as populagdes estavam sob o equilibrio de Hardy-Weinberg,
utilizando-se o programa genepop (http://genepop.curtin.edu.au/genepop op1.html).

Para analise de haplotipos foi utilizado o programa PHASE (versdo 2.1). As
frequéncias encontradas para cada haplétipo nos diferentes grupos foram
comparadas pelo teste de qui-quadrado de Pearson assintético (x?). As variaveis néo-
paramétricas foram apresentadas como mediana e intervalo interquartil (IQ) e as
variaveis parameétricas como média e desvio-padréo (SD). Foram consideradas como

diferencas significativas valores de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagao clinica e demografica dos receptores do enxerto renal

O presente estudo transversal contou com a participacao de 178 RTx, sendo
109 do sexo masculino (61,2%) e 69 do sexo feminino (38,8%). Os principais dados
clinicos e demograficos dos participantes do estudo estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Caracterizagao clinica e demografica dos integrantes do estudo

Parametros Masculino Feminino o] Total
(n=109) (n=69) (n=178)
Idade (anos)** 46 (57-37,5) 38 (52-27,5) 0,012* 45 (55,2-32)
Causa primaria de DRC [n(%)]
Glomerulopatias 24 (22,0%) 13 (18,9%) 0,318 37 (20,8%)
Nefroesclerose hipertensiva 23 (21,1%) 8 (11,5%) 31 (17,4%)
Nefropatia do diabetes 6 (5,5%) 9 (13,1%) 15 (8,4%)
Outras causas*** 19 (17,5%) 23 (33,3%) 42 (23,6%)
Etiologias desconhecidas 24 (22,0%) 10 (14,5%) 31 (17,4%)
N&o informado 13 (11,9%) 6 (8,7%) 19 (10,6%)
Tempo de HD (meses)** 32 (60-15) 33 (48-18) 0,839 32 (16-60)
Tempo pés Tx (meses)** 99,5 (165,8-47) 91,5(135,3-52,7) 0,558 96 (153,5-52,2)
Tipo de doador [n (%)] 0,490
Falecido 52 (47,7%) 44 (63,8%) 96 (53,9%)
Vivo 47 (43,1%) 21 (30,4%) 68 (38,2%)
Indeterminado 10 (9,2%) 4 (5,8%) 14 (7,9%)
Comorbidades [n (%)] 0,439
ITU de repetigao 00 (0%) 04 (5,8%) 04 (2,2%)
DM 22 (20,2%) 15 (21,7%) 37 (20,8%)
HAS 58 (53,2%) 33 (47,8%) 91 (51,1%)
Dislipidemia 17 (15,6%) 12 (17,4%) 29 (16,3%)
CMV 00 (0%) 02 (2,9%) 02 (1,1%)
Outras 42 (38,5;%) 33 (47,82/0) 75 (42,12&)
Nao apresentam/néo relatado 29 (26,6%) 12 (17.4%) 41(23,0%)
Terapia Imunossupressora [n 0,976
(%)] 61 (56,0%) 37 (53,6%) 98 (55,0%)
TAC+MMF+PDN 18 (16,5%) 16 (23,2%) 34 (19,1%)
CSA+MMF+PDN 18 (16,5%) 10 (14,5%) 28 (15,7%)
Outras 12 (11,0%) 6 (8,7%) 17 (9,6%)
Indeterminado
Outros Medicamentos [n (%)] 0,962
Hipotensores
IECA 25 (22,9%) 12 (17,4%) 37 (20,8%)
B-blogueadores 34 (31,2%) 22 (31,8%) 56 (31,5%)
Antagonistas do canal Ca** 34 (31,2%) 21 (30,4%) 55 (30,9%)
ARA 26 (23,8%) 14 (20,3%) 40 (22,4%)
Diuréticos 32 (29,3%) 18 (26,0%) 50 (28,1%)
Acido Acetilsalicilico 08 (7,3%) 07 (10,1%) 15 (8,4%)
Estatinas/Fibratos 42(38,5%) 27 (39,1%) 69 (38,8%)
Suplementos/Polivitaminicos 48 (44,0%) 43 (62,3%) 91 (51,1%)
Ansioliticos/Antidepressivos 08 (7,3%) 16 (23,2%) 24 (13,5%)
Insulina/Hipoglicemiantes orais 18 (16,5%) 15 (21,7%) 33 (18,5%)
Outros 13 (11,9%) 06 (8,7%) 19 (10,6%)
Rejeicao prévia [n (%)] 0.989

/continua
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REJ
naoREJ

Indeterminado/N&o informado
Dados clinicos e laboratoriais

IMC (Kg/m?)**

Creatinina (mg/dL)**
eRFG (mL/min/1.73m?)**

Ureia (mg/dL)**

Acido Urico (mg/dL)**

Plaquetas (pL)**

39 (35,8%)
46 (42,2%)
24 (22,0%)

23,3 (26,3-20,6)
1,50 (1,91-1,21)
56,7 (72,7-38,8)
49 (64,5-37,0)
68 (81-57)
213402 (54416)

23 (33,3%)
32 (46,4%)
14 (20.3%)

24,2 (27,8-21,3)
1,11 (1,67-0,85)
59,0 (71,7-36,4)
41 (58,5-31,5)
51 (69,5-44,5-)
242156 (73829)

62 (34,8%)
78 (43,8%)
38 (21,3%)

0,413 24,1 (26,5-20,6)
<0,001* 1,34 (1,85-1,06)
0.559 57,2 (72,9-39,1)
0,048* 45 (63-35,0)
<0,001* 65 (77,7-51)
0,009* 224159 (63676)

*p<0,05=significativo. **Os dados n&o-paramétricos estdo apresentados como mediana e
intervalo interquartil (Mann-Whitney). *** Outras causas de doenca de base: Rins policisticos,
Lupus, Atresia renal congénita, Sindrome hemolitica urémica, Sindrome de Fanconi entre
outras. Os dados paramétricos estdo apresentados como média e desvio padrao (Pearson).
Dados de frequéncia (%) foram analisados pelo teste x2 ou pelo teste exato de Fisher. IMC:
indice de massa corporal; DRC: doencga renal cronica; HD: hemodialise; TAC: tacrolimus;
MMF: micofenolatomofetil; PDN: prednisona; CSA: ciclosporina; IECA: inibidores da enzima
conversora de angiotensina; ARA: antagonistas dos receptores de angiotensina; ITU: infecgédo
do trato urinario; DM: diabetes mellitus; HAS: hipertensdo arterial sistémica; CMV:
citomegalovirus; ND: nédo determinado. Valores de referéncia: IMC - Eutréfico: 18.5 a 25;
Creatinina: 0,4 - 1,3 mg/dL; eRFG: = 90 mL\min\1.73m? Ureia: 16-40 mg/dL; Acido urico: 2,5
— 7,4 mg/dL; Plaquetas: 150.000 a 450.000pL.

Ao se comparar a idade dos pacientes, considerando os sexos feminino e
masculino, foi encontrada uma diferenga (p=0,012), sendo a mediana de 46 para
homens e 38 para mulheres. Em relacdo as doengas primarias que culminaram na
DRCT, entre as diagnosticas ou relatadas, as glomerulopatias lideraram com 26,9%
dos casos de doenga base na populagéao total, sendo 27,5% em homens e 26,1% em
mulheres. A nefroesclerose hipertensiva (17,4% da populagéo total) foi mais frequente
em homens (23%) do que em mulheres (11,5%) mas nao foi significativo. Outras
causas e nefropatia do diabetes foram mais comuns em mulheres (28,9% e 13,4%)
do que em homens (14,7% e 4,6%) no entanto, também n&o foram significativos. E
importante salientar que grande parte dos RTx ndo apresentaram doenca de base
definida ou esta ndo estava relatada nos prontuarios meédicos (28,1%). N&o foram
encontradas diferengas entre as doengas de base na populagéo estudada (p=0,234).
O tempo de hemodialise pré-transplante, realizada pelos RTx, também né&o
apresentou diferengas (p=0,839). A mediana para o periodo transcorrido entre a
realizag&o da cirurgia e a data da coleta das amostras (tempo pds-transplante) foi de
96 meses para a populacao total, com variacdo entre 1 a 477 meses pos-transplante
(Tabela 1).
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O tipo de doador mais frequente foi o falecido, com 53,9% da populacgéo, sendo
47,7% em homens e 63,8% em mulheres. Infelizmente, no foi possivel a identificagao
do tipo de doador em 14 RTx (7,9%), contribuindo para a diferenga n&o significativa
(p=0,490).

Em relagao a presenca de comorbidades e/ou complicacdes detectadas apds
o transplante renal, a hipertens&o arterial foi a mais comum (51,1%), seguida por
outras comorbidades variadas (42,1%), DM (20,8%), dislipidemia e obesidade
(16,3%), infeccdo do trato urinario (ITU) e CMV somaram juntas 3,3%. Nao
apresentaram comorbidades pos-transplante ou nao possuiam essa informagao
relatada em seus prontuarios 23,0% da populagéo (Tabela 1).

A terapia imunossupressora tripla, composta por Tacrolimus + prednisona +
micofenolato de mofetil foi a mais utilizada (55,0%) e, infelizmente, ndo foi possivel a
determinacao da terapia em uso para 9,4% dos participantes. Todos os receptores
faziam uso de outros medicamentos além da terapia imunossupressora. Cento e vinte
nove receptores (72,5%) faziam o uso de hipotensores, cerca de 91 (51,1%) faziam o
uso de suplementagao/polivitaminicos e 84 (38,8%) em uso de estatinas e fibratos. A
comparacgao estatistica desta frequéncia né&o foi significativa (p=0,962).

Levando em consideragao a ocorréncia prévia de rejeicdo ao enxerto, 34,8% ja
apresentaram episodios de rejeicdo diagnosticada por bidpsia renal ou por meio da
evolugdo clinica e niveis plasmaticos de creatinina, sendo controlada por indugéo
medicamentosa. Novamente, o ndo relato nos prontuarios ou a ndo confirmagao da
presenca de rejeicao foi elevada (21,3%).

N&o foi encontrada diferenga comparando-se o IMC entre os sexos (p=0,413).
Por outro lado, pode-se notar que grande parte da populagdo se encontrava na faixa
eutréfica para o IMC (Entre 18,6 e 24,9 Kg/m?).

Os marcadores da funcdo de filtragdo renal (creatinina, ureia e acido urico)
apresentaram diferencas entre os sexos, sendo menores entre as mulheres. Com
valores de p<0,001, 0,048 e <0,001, respectivamente. Em relagdao ao eRFG, nao
foram encontradas diferengas entre os sexos (p=0,559). Dentre os parametros
hematoldgicos, a contagem meédia das plaquetas apresentou diferenga, sendo
213.402 para os homens e 242.156 para as mulheres (p=0,009), Tabela 1.

5.2 Avaliagcdao dos niveis plasmaticos de microparticulas endoteliais e
plaquetarias
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Foram avaliados os niveis de EMP e PMP em 97 RTYx, inicialmente distribuidos
de acordo com os niveis de creatinina sérica, C1: <1,4mg/dL (n=51), C2: 1,4 e
2,0mg/dL (n=25) e C3: >2,0mg/dL (n=21). Foram observados maiores niveis de MPs
totais (EMP + PMP) nos RTx do grupo C1 (C1: 284,7/uL; 1Q: 429,7-201,4) se
comparados aos demais grupos (C2: 211,1/uL; 1Q: 311,5-126,1 e C3: 175,5/uL; 1Q:
375,4-130,8) e maiores niveis de PMP em C1 se comparado ao C3 (C1: 186,9/uL; 1Q:
315,5-104,0 e C3: 109,1/uL; IR: 180,4-66,5). Nao foram encontradas diferengas
numéricas de EMPs entre os grupos C1, C2 e C3 (p=0,511), Figura 10. E ndo foram
observadas diferengas nas analises em relagdo as MPs > 0,7um nestes mesmos

grupos.
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Figura 10 - Avaliagdo das microparticulas celulares totais (MPs), microparticulas

plaquetarias (PMPs) e microparticulas endoteliais (EMPs) de acordo com o numero (A, C e
E) e por tamanho (B, D e F) nos diferentes grupos estratificados de acordo com os niveis de
creatinina sérica (C1: <1,4mg/dL; C2: 1,4 e 2,0mg/dL e C3: >2,0mg/dL). Teste de Kruskal-
Wallis seguido do teste de Dunn’s; p<0,050 como significativo.
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Com a finalidade de verificar o potencial inflamatorio das MPs, foi realizada a
analise por tamanho, considerando o ponto de corte de 0,7 um, o qual demonstrou um
predominio de MPs totais menores que 0,7 yum decrescentemente nos grupos C1, C2
e C3, com medianas e 1Q de MPs totais (C1: 239,6/uL, 1Q: 446,2-156,8; C2: 180,5/uL,
1Q: 325,2-110,0 e C3: 163,6/uL, 1Q: 293,5-111,6). Além disso, as PMPs e EMPs
menores também foram diferentes entre os grupos C1 e C3 (PMPs - C1: 185,1/uL; IQ:
284,9-90,33; C2: 140,5/uL; 1Q: 246,7-73,57; C3: 98,1/uL; 1Q: 150,4-61,65 e EMPs -
C1:10,7/uL; 1Q: 18,2-6,7; C2: 9,53/uL; 1Q: 17,5-5,9; C3: 6,9/uL; 1Q: 10,6-4,7), Figura
10. Nao foram observadas diferengas entre os niveis de MPs de maiores tamanhos
nos RTx do presente estudo.

Os RTx foram novamente distribuidos em grupos de acordo com o eRFG. No
entanto, nenhuma diferencga foi encontrada nesta avaliagéo para os diferentes niveis
e tamanhos das MPs (p>0,050), Tabela 2.

Tabela 2 — Comparagao dos niveis e tamanhos das microparticulas de acordo
com o ritmo de filtragdo glomerular

Parézme)tros R1 (n=18) R2 (n=38) R3 (n=30) R4 (n=11) o]

MPs totais 226,9 (393,0-151,9)  218,4 (422,0-125.5) 289.2 (421,7-191,2) 274 (307,1-201,4) 0,462
PMPs 127,1(211,3-88,4)  167,2 (266,8-86,1)  191,8 (317,7-97,1)  201,4 (293,1-135,3) 0,318
EMPs 31,17 (43,5-26,1) 32,47 (47,0-21,3) 32,87 (43,5-25,7) 33,3 (38,5-25,8) 0,993
MPs >0,7um 89,4 (140,2-51,5) 59,6 (88,2-45,2) 65,3 (116,7-50,7) 70,6 (139,7-49,33) 0,186
PMPs >0,7um 33,3 (52,2-17,6) 30,6 (41,6-20,4) 31,9 (43,7-25,1) 26,5 (44,6-18,6) 0,580
EMPs >0,7um 20,4 (36,1-15,6) 21,7 (32,7-13,4) 22,3 (31,8-14,9) 23,7 (44,6-14,4) 0,838

MPs <0,7um  206,3 (356,7-124,1)  188,0 (411,9-106,5) 234,9 (303,9-152,7) 219,3 (336,1-142,7) 0,960
PMPs <0,7um  107,8 (186,2-70,8)  159,8 (348,5-73,5)  184,4 (237,5-85,1)  151,9 (250,1-74,4) 0,540

EMPs <0,7um 7,9 (14,8-5,73) 9,73 (19,0-5,8) 10,9 (20,4-6,8) 11,0 (21,6-8,6) 0,828

Os dados estédo representados como mediana e intervalo interquartil (Kruskal-Wallis teste
seguido do teste de Dunn's). R1: eRFG maior que 90mL/min/1,73m?% R2: eRFG 90 - 60
mL/min/1,73m% R3: eRFG 60 - 30mL/min/1,73m* R4: eRFG menor ou igual a
30mL/min/1,73m?. p<0,050 como significativo.

Para avaliar a influéncia do tempo pos-transplante sobre as MPs, os RTx foram
distribuidos em quatro novos grupos, T1: 1 a 24 meses (n=19); T2: 25 a 60 meses
(n=26); T3: 61 a 120 meses (n=30) e T4: acima 120 meses pos-transplante (n=22). As
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MPs foram avaliadas de acordo com seu numero e tamanho, como descrito
anteriormente. Foram encontradas diferencas para as medianas dos niveis de EMPs
entre os grupos T1 vs T4 e T2 vs T4, (T1: 38,8/uL, 1Q: 48,7 - 22,2; T2: 35,7/uL, 1Q:
45,9 - 29,3; T3: 31,2/uL, 1Q: 41,5 - 26,9; T4: 24,0/uL, 1Q: 35,0 - 21,7). Em relagédo a
analise por tamanho das MPs, foi observado um predominio de MPs maiores que
0,7um, tanto de origem plaquetaria como endotelial nos grupos T1 e T2 em relag&o
aos pacientes com maior tempo pos-transplante (T3 e T4), Figura 11. Nao foram
observadas diferengas entre os niveis de MPs totais, PMPs e EMPs de tamanho

menor que 0,7um.
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Figura 11 - Avaliacdo das microparticulas celulares totais (MPs), microparticulas
plaguetarias (PMPs) e microparticulas endoteliais (EMPs) de acordo com o nimero (A, C
e E) e por tamanho (B, D e F) nos diferentes grupos estratificados de acordo com o tempo
pos-transplante (T1: 1 a 24 meses; T2: 25 a 60 meses; T3: 61 a 120 meses; e T4: acima
120 meses pos-transplante). Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn’s; p<0,050
como significativo.
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A presenca de historia de rejeicdo ndo mostrou nenhuma diferenca nas
analises realizadas, envolvendo as MPs, Tabela 3.

Tabela 3 — Comparagao dos niveis e tamanhos das microparticulas de acordo
com a histéria de rejeicao prévia

Parézm_e)tms REJ (n=38) n&oREJ (n=45) INDET (n=14) p
MPs totais 242,9 (435,1-151,9)  284,7 (414,2-173,5)  246,1(354,9-151,3) 0,842
PMPs 171,1 (326,9-98,8) 181,5 (277,7-87,7) 173,1 (269,6-92,1) 0,960
EMPs 34,9 (45,6-27,2) 33,7 (45,6-27,2) 26,0 (41,2-20,7) 0,312
MPs >0,7um 74,2 (124,8-50,7) 69,4 (110,9-48,9) 54,8 (98,7-45,6) 0,592
PMPs >0,7um 74,2 (124,8-50,7) 69,4 (110,9-48,8) 54,8 (98,7-45,6) 0,592
EMPs >0,7um 23,8 (37,9-18,5) 21,4 (30,8-14,5) 16,4 (33,0-12,4) 0,200
MPs <0,7um 214,3 (438,9-124,1)  234,9(391,9-144,6)  218,1(345,3-126,1) 0,959
PMPs <0,7um  165,5 (371,3-78,3) 171,4 (283,7-79,2) 161,1 (248,9-81,2) 0,987
EMPs <0,7um 10,2 (20,1-6,3) 10,0 (21,5-5,6) 9,8 (17,5-6,6) 0,818

Os dados estédo representados como mediana e intervalo interquartil (Kruskal-Wallis teste
seguido do teste de Dunn’s). REJ: rejeicdo prévia do enxerto; ndoREJ: sem histéria de
rejeicdo prévia do enxerto e INDET: histéria indeterminada ou nao relatada; p<0,050 como
significativo.

5.3 Avaliagao dos niveis plasmaticos do fator de von Willebrand

Os niveis plasmaticos de FvW foram avaliados em 83 RTx. De acordo com a
estratificacdo em relagao aos niveis de creatinina. Foram observados maiores niveis
do FVW no grupo de RTx com niveis intermediarios de creatinina (C2), com mediana
acima do intervalo de referéncia, em relagao ao grupo C1 (C1: 878mU/mL, IQ: 1106,0
-791,0 e C2: 1136mg/dL, 1Q: 1136,0 — 878,3), como demonstrado na Figura 12A. Um
maior nivel de FvW foi encontrado no grupo de RTx que apresentaram histéria de
rejeicao do enxerto (n=36), 1091,0mU/mL (1Q: 1202,0 — 852,8,0) se comparado aos
sem rejeigao (n=38), 888,00mU/mL (1Q: 1084,0 — 782,0), Figura 12B.
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Figura 12 — Comparacéo entre os niveis plasmaticos do fator de von Willebrand (FvW) nos
diferentes grupos de RTx. A: RTx divididos de acordo com a creatinina sérica (C1<1,4mg/dL;
C2: 1,4 e 2,0mg/dL e C3: >2,0mg/dL); B: RTx distribuidos de acordo com a histéria prévia de
rejeicdo ao enxerto renal (REJ: presencga de rejeicao; ndoREJ: sem histéria de rejeigdo e IND:
historia ndo relatada ou ausente. Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn’s; p<0,050
como significativo.

Os pacientes com rejeicdo prévia apresentaram niveis acima do intervalo de
referéncia estipulado (683,0 a 1012,0mU/mL). Nenhuma diferenca foi observada entre
os niveis do FVYW quando avaliados em fungdo do eRFG e tempo pods-transplante,

como representado na Tabela 4.

Tabela 4 — Comparagao dos niveis do Fator de von Willebrand em receptores
do transplante renal

Parametros FvW (mU/mL) p

eRFG (mL\min\1.73m2) 0,302

R1 (n=14) 1096 (1210- 869,5)

R2 (n=32) 939 (1190 - 846,5)

R3 (n=29) 915,0 (1151,0 — 791,0)

R4 (n=08) 879,0 (947,0 - 795,5)
Tempo poés-transplante (meses) 0,726

T1 (n=17) 1088 (1225,0 - 839,5)

T2 (n=27) 882,0 (1129,0 - 867,0)

T3 (n=25) 915,0 (1151,0 - 807,5)

T4 (n=14) 973,0 (1232,0 - 806,3)

Os dados estédo representados como mediana e intervalo interquartil (Kruskal-Wallis teste
seguido do teste de Dunn’s). R1: > 90mL/min/1,73m?% R2: <90 - >60 mL/min/1,73m? R3: <60
- > 30mL/min/1,73m? R4: < 30mL/min/1,73m? T1: 1 a 24 meses; T2: 25 a 60 meses; T3: 61
a 120 meses; T4: acima 120 meses pos-transplante. p<0,050 como significativo.
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5.4 Determinagao e comparagao das frequéncias dos polimorfismos G894T,

VNTR b/a e T-786C no gene da sintase do 6xido nitrico endotelial

No total foram determinados os polimorfismos de 174 RTx. As populacdes
mostraram-se sob equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,025).

Inicialmente, a populagdo do estudo foi distribuida de acordo com os niveis de
creatinina sérica (grupos C1, C2 e C3), foram realizadas as analises das frequéncias
alélicas e genotipicas (Tabela 5), no qual ndo foram encontradas diferengas entre os
trés grupos (C1, C2 e C3) conforme representado na Tabela 5.

Tabela 5 — Distribuicao e comparagao das frequéncias alélicas e genotipicas
dos polimorfismos da sintase do 6xido nitrico endotelial em receptores do
transplante renal, distribuidos de acordo com os niveis séricos de creatinina

Genétipo | c1(n=91) | c2(n=46) | C3(n=36) | p
G894T
G 135 (82,3%) 72 (78,2%) 50 (78,1%)  0,376% 0,528°
T 49 (62,8%) 20 (50,0%) 22 (61,1%) 0,199°
GG 53 (54,6%) 26 (46,0%) 10 (71,4%)
GT 29 (26,8%) 20 (31,7%) 00 (0,0%) 0,158
TT 10 (18,5%) 14 (22,2%) 04 (28,5%)
VNTR b/a
b 134 (79,7%) 70 (76,0%) 41 (68,3%)  0,561% 0,185
a 50 (59,8%) 22 (50,0%) 23 (67,6%) 0,199°
bb 50 (54,3%) 24 (52,1%) 19 (76,0%)
ba 34 (36,9%) 22 (47,8%) 11 (30,5%) 0,066
aa 08 (8,6%) 00 (0,0%) 06 (16,6%)
T-786C
T 109 (70,7%) 63 (75,0%) 44 (68,7%)  0,135%0,784°
C 75 (62,5%) 29 (58,0%) 28 (58,3%) 0,325°
T 32 (49,2%) 45 (52,3%) 15 (65,2%)
TC 21 (32,3%) 21 (24,4%) 04 (17,4%) 0,545
cc 12 (18,5%) 20 (23,3%) 04 (17,4%)

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético; os dados foram apresentados como valores
absolutos (frequéncia em %); C1: <1,4mg/dL; C2: 1,4 e 2,0mg/dL; C3: >2,0mg/dL; ® grupo C1
vs C2; ° grupo C1 vs C3; ® grupo: C2 vs C3. p<0,050 como significativo.

Uma vez que ndo se conhece o padrao de heranga genética dos polimorfismos
da eNOS, optou-se por realizar a comparagéo das frequéncias genotipicas levando-

se em consideragao os carreadores alélicos, Tabela 6. Verificou-se maior frequéncia
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do carreador b (VNTR b/a) no grupo C1 em relagdo aos demais grupos, com p=0,021.

Para o polimorfismo G894T e T-786C n&o foram observadas diferengas nas

distribui¢des das frequéncias dos carreadores entre os grupos.

Tabela 6 — Distribuigao genotipica referente aos carreadores alélicos dos
polimorfismos da sintase do 6xido nitrico endotelial em receptores do
transplante renal, distribuidos de acordo com os niveis séricos de creatinina

Genétipo Ci(n=91) | c2(n=46) | cC3(n=36) | p
G894T
Carreador G 0,064
GG +GT 82 (89,1%) 46 (100%) 32 (88,8%)
TT 10 (10,9%) 00 (0,0%) 04 (11,2%)
Carreador T 0,732
TT+GT 39 (42,3%) 20 (43,4%) 18 (50,0%)
GG 53 (57,7%) 26 (56,5%) 18 (50,0%)
VNTR b/a
Carreador b 0,021*
bb+ ba 84 (94,7%) 46 (88,5%) 30 (91,9%)
aa 08 (5,3%) 00 (11,5%) 06 (8,1%)
Carreador a 0,967
aa + ba 42 (43,4%) 22 (55,7%) 17 (37,8%)
bb 50 (56,6%) 24 (44,3%) 19 (62,2%)
T-786C
Carreador T 0,422
TT+TC 77 (83,6%) 42 (91,3%) 32 (88,9%)
CcC 15 (16,3%) 04 (8,6%) 04 (11.1%)
Carreador C 0,394
CC+TC 48 (65,2%) 39 (54,3%) 22 (66,7%)
TT 28 (34,8%) 22 (45,7%) 15 (33,3%)

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético; os dados foram apresentados como valores
absolutos (frequéncia em %); C1: <1,4mg/dL; C2: 1,4 e 2,0mg/dL; C3: >2,0mg/DI. p<0,050
como significativo.

A analise das distribuicées das frequéncias dos haplétipos (Tabela 7) para os
polimorfismos estudados foi realizada para os grupos de acordo com os niveis de
creatinina sérica em comparagao ao haplotipo de referéncia formado pelos alelos
selvagens ou nao variantes (G-T-b). Os haplétipos com frequéncia menor que 5% em
ao menos um dos grupos foram excluidos das analises (T-C-a, G-C-a, T-T-a, G-C-a).
Foi observada uma maior frequéncia do haplotipo T-C-b entre os RTx dos grupos C1
e C3.
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Tabela 7 — Frequéncias haplotipica dos polimorfismos G894T, T-786C e VNTR
b/a no gene da sintase do 6xido nitrico endotelial nos grupos estratificados de
acordo com os niveis de creatinina sérica

Haplétipos C1 (n=76) C2 (n=61) C3 (n=37) p° p° p°
G-T-b 34,0 (ref) 43,0 (ref) 32,0 (ref) Ref Ref Ref
C-T-b 7,0 11,0 9,0 0,794 0,781 1,000
G-C-b 12,0 14,0 15,0 0,859 0,536 0,405
T-C-b 18,0 7,0 11,0 0,021* 0,341 0,193
G-T-a 17,0 13,0 15,0 0,244 0,881 0,323

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético; os dados foram apresentados como valores
absolutos; ? grupo C1 vs C2; ° grupo C1 vs C3; ® grupo C2 vs C3. p<0,050 como significativo.

A populacao do estudo foi distribuida também de acordo com a historia prévia
de rejeicao do enxerto. Foram avaliadas as frequéncias alélicas e genotipicas (Tabela
8), dos carreadores alélicos (Tabela 9) e dos haplétipos (Tabela 10) dos polimorfismos
G894T, VNTR b/a e T-786C para cada grupo (ndoREJ; REJ e IND). Nao foram
encontradas diferengas na distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas para os

polimorfismos estudados (Tabela 8).

Tabela 8 — Distribuicao e comparagao das frequéncias alélicas e genotipicas
dos polimorfismos da sintase do 6xido nitrico endotelial em receptores do
transplante renal, distribuidos de acordo com a histéria prévia de rejeigao

Genétipo NaoREJ REJ IND p
(n=76) (n=61) (n=37)
G894T
G 112 (81,2%) 90 (78,9%) 55 (80,8%) 0,987% 0,918
T 40 (60,6%) 32 (57,1%) 19 (59,3%) 0,932°
GG 43 (56,6%) 33 (54,1%) 21 (56,8%)
GT 26 (34,2%) 24 (39,3%) 13 (35,1%) 0,963
TT 07 (9,2%) 04 (6,6%) 03 (8,1%)
VNTR b/a
b 115 (79,8%) 81 (75,0%) 57 (83,8%) 0,091% 0,468";
a 37 (56,0%) 41 (60,2%) 17 (60,7%) 0,114°
bb 43 (56,6%) 27 (44,3%) 23 (62,2%)
ba 29 (38,2%) 27 (44,3%) 11 (29,7%) 0,340
aa 04 (5,3%) 07 (11,5%) 03 (8,1%)
T-786C
T 91 (72,2%) 77 (70,0%) 48 (72,7%) 0,583% 0,468";
C 61 (63,5%) 45 (57,6%) 26 (59,0%) 0,805°
TT 28 (38,8%) 22 (36,1%) 15 (40,5%)

/continua
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TC 35 (46,1%) 33 (54,1%)
cc 13 (17,1%) 06 (9,8%)

18 (48,6%) 0,710
04 (10,8%)

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético; os dados foram apresentados como valores
absolutos (frequéncia em %); ndoREJ: sem histdria de rejeigcdo; REJ: presenca de rejeigao
prévia e IND: histdria ndo relatada ou ausente. ® grupos nao rejei¢édo x Indeterminado; b grupos
nao rejeicdo x rejeigao prévia; ° grupos rejeigao x Indeterminado. p<0,050 como significativo

A analise de carreadores alélicos ndo demonstrou diferengas entre os grupos
de acordo com a histdria de rejeigdo prévia (Tabela 9).

Tabela 9 — Frequéncias genotipicas referentes aos carreadores alélicos dos
polimorfismos da sintase do 6xido nitrico endotelial em receptores do
transplante renal, distribuidos de acordo com a histéria prévia de rejeigao

Genétipo NaoREJ REJ IND b
(n=76) (n=61) (n=37)
G894T
Carreador G 0,851
GG +GT 69 (90,8%) 57 (93,4%) 34 (91,9%)
TT 07 (9,2%) 04 (6,6%) 03 (8,1%)
Carreador T 0,949
TT+GT 33 (43,4%) 28 (45,9%) 16 (43,2%)
GG 43 (56,6%) 33 (54,1%) 21 (56,8%)
VNTR b/a
Carreador b 0,414
bb+ ba 72 (94,7%) 54 (88,5%) 34 (91,9%)
aa 04 (5,3%) 07 (11,5%) 03 (8,1%)
Carreador a 0,174
aa + ba 33 (43,4%) 34 (55,7%) 14 (37,8%)
bb 43 (56,6%) 27 (44,3%) 23 (62,2%)
T-786C
Carreador T 0,407
TT+TC 63 (82,9%) 55 (90,2%) 33 (89,2%)
CcC 13 (17,1%) 06 (9,8%) 04 (10,8%)
Carreador C 0,899
CC+TC 48 (63,2%) 39 (63,9%) 22 (59,5%)
TT 28 (36,8%) 22 (36,1%) 15 (40,5%)

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético; Os dados foram apresentados como valores
absolutos (frequéncia em %); ndoREJ: sem histdria de rejeigcdo; REJ: presenca de rejeigao
prévia e IND: histéria ndo relatada ou ausente p<0,050 como significativo.



80

A Tabela 10 representa a distribuicdo das frequéncias dos haplétipos dos
polimorfismos de acordo com a historia prévia de rejeicdo em comparagdo ao
haplétipo de referéncia formado pelos alelos selvagens ou nao variantes (G-T-b). As
variagdes dos haplotipos formados com uma frequéncia menor que 5% em ao menos
um dos trés grupos avaliados nao foram incluidos no estudo (T-C-a, G-C-a, T-T-a).
Nao foram encontradas diferengas nas distribuicdes das frequéncias dos haplotipos

nos grupos estudados.

Tabela 10 — Frequéncias haplotipica dos polimorfismos G894T, T-786C e VNTR
b/a no gene da sintase do 6xido nitrico endotelial nos grupos com e sem
histéria de rejeicao ao enxerto

N NaoREJ REJ IND . b ;
Haplotipos (n=76) (n=61) (n=37) P P P

G-T-b 38,78 (ref) 35,57 (ref) 35,24 (ref) Ref Ref Ref
C-T-b 7,76 7,98 10,07 0,604 1,000 0,794
G-C-b 10,49 13,62 19,21 0,125 0483 0,483
T-C-b 11,31 17,37 14,41 0495 0276 0,602
G-T-a 16,35 15,85 12,00 0688 0850 0,947
G-C-a 9,68 5,99 7,22 0,789 0583 0,573

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético; Os dados foram apresentados como valores
absolutos; ndoREJ: sem historia de rejeigcdo; REJ: presenga de rejeicédo prévia e IND: historia
nao relatada ou ausente; (ref): valor de referéncia; 2 grupos nao rejeigdo x Indeterminado; ®
grupos nao rejeigcdo x rejeigdo prévia; ¢ grupos rejeicdo x Indeterminado. p<0,050 como
significativo.

5.5 Analise de correlagao entre os parametros avaliados

Para investigar uma possivel associagao dos parametros avaliados entre si e
com os parametros clinicos usuais, foi realizada a analise de correlagado de Spearman.

A Tabela 11 representa as correlagoes significativa obtidas neste estudo.

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

Receptores do enxerto renal

Parametros
r p

Tempo p6s-Tx vs MPs totais maiores -0,310 0,002
/continua
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Tempo p6s-Tx vs PMP maiores
Tempo p6s-Tx vs EMP maiores
Creatinina vs Plaquetas

eRFG vs Plaquetas

eRFG vs FYW

Plaquetas vs MPs totais
Plaquetas vs PMP totais
Plaquetas vs EMP totais
Plaquetas vs PMP maiores
Plaquetas vs EMP maiores
Plaquetas vs MPs menores
Plaquetas vs PMP menores
Plaquetas vs EMP menores
PMP totais vs EMP totais

PMP totais vs EMP maiores
PMP vs EMP menores

-0,307
-0,376
-0,247
0,189
-0,246
0,462
0,412
0,270
0,340
0,336
0,466
0,467
0,425
0,504
0,312
0,761

0,002
<0,001
0,003
0,024
0,025
<0,001
<0,001
0,012
0,001
0,002
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,000
0,000

eRFG: ritmo de filtracdo glomerular; MPs totais: microparticulas endoteliais e plaquetarias;
PMP: microparticulas plaquetarias; EMP: microparticulas endoteliais; FvW: fator de von
Willebrand; EMP menor: microparticulas endoteliais de tamanho menor que 0,7um; PMP
menor: microparticula plaquetaria menor que 0,7um; Tx: Transplante renal. p<0,050 como

significativo.
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6 DISCUSSAO

6.1 Caracterizagao clinica e demografica dos receptores do enxerto renal

No presente estudo foram avaliados 178 RTx, dos quais 109 eram do género
masculino (61,2%) e 69 do género feminino (38,8%), Tabela 1. Os dados do presente
estudo corroboram com a literatura, visto que outros trabalhos obtiveram um
predominio similar para o sexo masculino, na DRC e no transplante de rim.

Gupta et al. (2017), ao avaliarem o estado cognitivo de 226 RTx no estado do
Kansas (EUA), obtiveram uma prevaléncia de 60,0% de integrantes homens,
enquanto no estudo de Sutowicz et al. (2017), que objetivou comparar a incidéncia e
o tipo de lesédo cutanea maligna em 598 RTx na Poldnia, foi observado um predominio
de 60,9% de pacientes masculinos. No ano de 2014, a prevaléncia para o género
masculino em dialise foi de 58,0% e esses numeros se mantiveram os mesmos apos
a realizagéo do transplante renal (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE TRANSPLANTES
DE ORGAOS - ABTO, 2016, 2017a, b; SESSO et al., 2016).

Iseki (2008), em seu estudo sobre a influencia dos géneros na DRC, associou
0 maior declinio da fungao renal com o sexo masculino, quando avaliado pelos niveis
de creatinina, compostos nitrogenados como a ureia e o acido urico. No presente
estudo, também foram encontrados maiores niveis destes marcadores (creatinina,
ureia e acido urico séricos) nos homens, quando comparados as mulheres, o que ja
era esperado em virtude das caracteristicas intrinsecas do sexo masculino, como
maior massa muscular, rins de maiores tamanhos, influéncia hormonal androgénica,
maior pressdo arterial e maior sobrecarga renal devido a dieta rica em conteudos
proteicos. Além disso, parece existir maior incidéncia de fatores de risco classicos em
homens, como tabagismo, obesidade, sedentarismo e sindrome metabdlica (COBO
et al., 2016; ISEKI, 2008; SILBIGER; NEUGARTEN, 2008). Entretanto, ndo foram
encontradas diferengas para o eRFG entre os sexos no presente estudo e a mediana
para a populacao total foi de 57,2 mL/min/1,73m?.

O calculo do eRFG, baseado nos niveis de creatinina, € muito utilizado na
pratica clinica. O eRFG é empregado como forma de nivelar e corrigir possiveis
interferentes na produgao de creatinina, como o sexo, a etnia, a idade e a superficie
corporal ao levar em consideracao estes fatores em sua férmula, como constatado no
presente estudo (BRITO et al., 2016; KIRSTAJN, 2009). No entanto, existem varias
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desvantagens relacionadas ao emprego, tanto das férmulas estimadas, como dos
niveis de creatinina sérica. O fato das formulas nao utilizarem os valores de creatinina
depurado em 24h, pode estar relacionado a menor acuracia diagnoéstica. As férmulas,
diferentes entre si, encontram problemas de padronizagdo, especialmente quando
consideramos populag¢des de origem étnica distintas. As principais férmulas utilizadas
para o calculo do eRFG, se baseiam nos niveis de creatinina sérica, sofrendo a
influéncia desse indicador, uma vez que essa nao € sensivel a flutuacdes leves ou
moderadas do RFG (BURBALLA et al., 2017; BRITO et al., 2016; KIRSTAJN, 2009).

Em relagdo a contagem de plaquetas, as mulheres apresentaram maior média
(242,156/uL) se comparadas aos homens (224,159/uL). Kuo et al. (2015) o que sugere
o envolvimento das plaquetas em processos de rejeicdo mediados por anticorpos. A
analise de biopsias de enxerto renal em humanos diagnosticados com rejei¢do aguda
mediada por anticorpos, revelou grande deposi¢do de agregados plaquetarios
(CD41+) nos capilares peritubulares. Essa deposigao favorece a adesao leucocitaria,
pela da liberagdo de granulos plaquetarios com fungdo quimiotatica, como a
serotonina. A analise imuno-histoquimica revelou a formagdo de agregados
plaquetas-mondcitos nos capilares dos enxertos renais, o que contribuiria ainda mais
para o aumento da ativagao e infiltragao de leucdcitos no sitio da inflamagao (KUO et
al., 2015).

A menor contagem de plaquetas no sexo masculino pode estar relacionada a
pior fungao renal, se comparada ao sexo feminino, demonstrada pelos niveis séricos
de creatinina, ureia e acido urico e pelo eRFG, representados na Tabela 1. A menor
contagem periférica de plaquetas pode ter sido favorecida pela deposicédo de
agregados plaquetarios nos rins de pacientes homens (FENECH et al., 1984;
LEDERER et al., 1992), entretanto essa afirmativa s6 poderia ser confirmada por meio
de bidpsias renais. Um outro dado que poderia fortalecer esta hipétese é a maior
frequéncia de episddios de rejeigdo prévia para o sexo masculino, o que corresponde
a 63% de todos os casos de rejeicao prévia constatada neste estudo (62 casos). No
entanto, em 38 prontuarios consultados nao foi possivel a confirmagao da existéncia
ou n&o de eventos de rejei¢cao prévia, o que dificulta as analises para esta variavel.

Foram observadas diferencas nas medianas das idades entre os sexos, sendo
46 anos para os homens e 38 anos para as mulheres. A mediana da idade para a
populacao total foi de 45 anos (minima de 18 e maxima de 78 anos) e apenas cinco

receptores (2,8%) tinham 65 anos ou mais, porém realizaram o transplante renal
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anteriormente a essa idade. Sabe-se que a fungao renal decai com o envelhecimento,
sendo um fator de risco para a incidéncia e prevaléncia de complicacbes
cardiovasculares na populagdo em geral, tanto para homens, como para mulheres
(KAZANCIOGLU, 2013; SHAHEEN et al., 2016). O maior nimero de participantes do
sexo masculino no estudo pode ter contribuido para a diferenga significativa entre a
mediana das idades entre os sexos. Outros estudos ndo constataram diferengas entre
os sexos no transplante renal (CHENG et al., 2014; MOTA et al., 2015).

Em um grande estudo epidemioldgico realizado na Suécia, envolvendo
pacientes com DRC, coordenado por Ejerblad (2006), um dos objetivos era investigar
os possiveis efeitos do aumento do IMC na incidéncia da DRC. Foi constatado que o
excesso de peso (IMC = 25 Kg/m2) esta associado a elevagao do risco para DRC, em
comparacao aqueles com IMC < 25 Kg/m2 e que a obesidade moérbida de homens
(IMC =30Kg/m2) e mulheres (IMC = 35 Kg/m2) elevou o risco de DRC para 3 a 4
vezes. Kurnatowska et al. (2016) demonstraram que RTx com elevado IMC estdo mais
propensos a apresentarem fungdo retardada do enxerto, com consequente
associacao a piores quadros de disfung¢ao do enxerto e elevacdo dos marcadores pro-
ateroscleroticos. No presente estudo, o IMC para a populagao total foi de 24,1 Kg/m2
e nao houve diferengas entre os sexos, sendo que tanto homens como mulheres
apresentaram IMC dentro da faixa desejavel.

As glomerulopatias (20,8%), a nefroesclerose hipertensiva (17,4%) e a
nefropatia do DM (8,4%) foram as principais causas primarias da DRC na populagao
do estudo, correspondendo a 46,6%. Entretanto, 28,0% dos RTx n&o apresentavam
etiologia definida ou n&o relatada nos prontuarios médicos, Tabela 1. Os dados do
presente estudo sido similares, em relacdo as doengas mais frequentes pré-
transplante, aos informados por Sesso et al. (2016), que relataram através do Inquérito
Brasileiro de Dialise Crénica 2014, os diagndsticos mais comuns da DRC primaria,
sendo: hipertensédo arterial (35%), DM (29%), glomerulonefrite crénica (11%), outros
diagnosticos (14%) e diagnostico indefinido (9%). Afirmaram ainda que estes
percentuais ndo sofreram alteragdes significativas nos ultimos anos. Por outro lado,
os percentuais encontrados em nosso estudo diferem-se, em parte, daqueles
relatados por Sesso et al. (2016), o que pode ser justificado pela maior prevaléncia de
dados indefinidos ou n&o relatados nos prontuarios médicos do presente estudo. Este

fato reforca a necessidade de uma maior atencdo das equipes meédicas para uma
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melhor adequacdo e valorizagdo dos registros de pacientes, visto a grande
importancia dos mesmos.

Segundo Shaheen et al. (2016), os pacientes com DRC que sobrevivem a
doenga primaria até alcangarem o estagio dialitico geralmente sdo aqueles com
menos comorbidades e menor comprometimento do sistema cardiovascular.

A HAS e o DM também foram as principais comorbidades encontradas na
populacdo do estudo, sendo 51,1% e 20,8% respectivamente, seguidos pela
dislipidemia (16,3%). No entanto, n&o foi possivel referenciar o momento do
aparecimento das comorbidades, se pré ou pds transplante. A presenca de
comorbidades pré-transplante renal pode prejudicar o acesso ao mesmo, além de
proporcionar maiores gastos financeiros com procedimentos médicos e, quando
presentes no pos-transplante, podem favorecer os eventos que culminam em menor
sobrevida do enxerto (MACHINICKI et al., 2011).

Machinicki et al. (2011), relataram que as principais comorbidades pré-
transplante encontradas na populagéao norte-americana foram a HAS e o DM, seguido
por outras DCV, ambas associadas ao aumento dos custos com cuidados médicos
pos-transplante, elevacdo dos riscos cardiovasculares e maior risco de perda do
enxerto por causas diversas. O desenvolvimento do DM e da HAS pds-transplante
renal pode estar associado a prépria terapia imunossupressora, como 0s inibidores
da calcineurina e corticoesteroides.

A DCV ¢é a causa mais comum de morte nos RTx e fator de risco para a perda
do enxerto. A dislipidemia € um fator de risco importante para o desenvolvimento da
DCV e o seu desenvolvimento pos-transplante pode atingir até 50% da populagao.
Varios fatores podem influenciar a dislipidemia, como fatores genéticos, idade, sexo,
presengca de obesidade, baixa atividade fisica, DM e agentes imunossupressores
(MIKOLASEVIC et al., 2017).

O tempo de hemodialise pré-transplante foi similar entre os sexos. A mediana
para a populagao total foi de 32 meses, como demonstrado na Tabela 1. Pacientes
em dialise apresentam maiores taxas de desnutri¢cdo, processos inflamatérios, maior
necessidade de hospitalizagao e maior mortalidade se comparados com a populagao
geral. Comorbidades como a calcificagdo vascular, a aterosclerose, desordens
minerais e O0sseas e a presencga de fistulas do acesso venoso sdo comuns na
populagdo dialitica. Esses fatores contribuem para o aumento das doencgas
cardiovasculares e s&o determinantes significativos para a mortalidade dos pacientes
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em dialise. O tempo de dialise pré transplante se correlaciona diretamente com o
agravamento destes fatores, com influéncia, inclusive, apds o transplante renal,
podendo comprometer a sobrevida do enxerto a longo prazo. Varios séo os fatores
que podem influenciar o tempo de dialise pré-transplante, como a espera em fila para
o transplante renal, os niveis de ureia e creatinina e o preparo do receptor
(SOLEYMANIAN et al., 2017). Friedewald et al. (2012), sugeriram que a terapia
dialitica tem efeitos imunomoduladores, tornando os receptores do aloenxerto renal
mais propensos ao reconhecimento de aloantigenos, mesmo sob imunossupresséo.

Em alguns casos, o transplante renal é realizado antes da instalag&o da terapia
dialitica, denominado como transplante renal preemptivo, em que, na maioria das
vezes, € utilizado o rim proveniente de doador vivo. Entretanto, este procedimento n&o
deve ser realizado com eRFG maior que 20 mL/mim/1,73m2. Por n&o realizarem a
dialise, os receptores do transplante preemptivo se livram do desgaste emocional do
tratamento dialitico, reduzem os riscos cardiovasculares pré-transplante, além de
evitarem comorbidades oriundas da dialise, refletindo em melhor fungcéo e sobrevida
do enxerto e menores gastos com tratamentos no pds-transplante renal
(FRIEDEWALD; REESE, 2012; MATOS et al.,, 2016). Na populacdo estudada, no
presente estudo, apenas quatro receptores (2,2%) realizaram o transplante
preemptivo.

A escolha do doador vivo também esta relacionada com multiplos beneficios
para o receptor, como menor espera para a realizagdo do transplante e menor
incidéncia de funcédo retardada do enxerto, se comparada ao doador falecido.
Entretanto o doador falecido foi o mais comum entre a populagdo do estudo,
correspondendo a 53,9% e nao houve diferencas entre os sexos, porém para o sexo
feminino o numero de doadores falecidos foi quase o dobro em relagado aos doadores
vivos (Tabela 1). Nossos dados estdo de acordo com a ABTO (2017b), que informou
gue o numero de doadores falecidos foi cerca de 3,6 vezes maior do que 0 numero de
doadores vivos para o transplante renal nos anos de 2015 e 2016. De fato, apesar dos
conhecidos beneficios do doador vivo do ponto de vista do receptor, é desejavel que
o numero de doadores falecidos aumente cada vez mais no transplante renal, a fim
de minimizar a espera dos pacientes urémicos na fila para a realizagao da cirurgia.

Além do tipo de doador, o numero de transfusbes sanguineas, transplantes
anteriores, intercorréncias no momento do ato cirurgico, compatibilidade HLA, adesé&o
ao tratamento imunossupressor, presenca de comorbidades e habitos de vida
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saudaveis sao alguns dos fatores que influenciam a sobrevida do enxerto e,
consequentemente, o tempo de sobrevida pos-transplante (ABTO, 2009; KDIGO,
2003; SESSO et al, 2016) Em relagdo ao tempo pés-transplante, a mediana
encontrada para a populagao do estudo foi de 96 meses e ndo foram encontradas
diferencas entre homens e mulheres para esta variavel.

Em relacio a terapia imunossupressora, o esquema terapéutico mais utilizado
pelos RTx do estudo foi constituido por Tacrolimus (inibidor da calcineurina),
Micofenolato de mofetil (antiproliferativo) e Prednisona (corticoesteroide), seguindo do
esquema constituido por Ciclosporina. Dados similares foram encontrados por Qu et
al. (2017), em uma populagéo de 218 RTx, onde 56,4% utilizavam Tacrolimus e 43,5%
Ciclosporina.

Os RTx sao considerados uma populacéo heterogénea, que necessitam de um
controle rigoroso da homeostase corporal. Em geral, fazem uso de multiplos
medicamentos (polifarmacia). No presente estudo os medicamentos mais utilizados
foram os hipotensores. Os homens faziam maior uso dos medicamentos listados se
comparados as mulheres (Tabela 1). Apenas para a classe dos
ansioliticos/antidepressivos pdde-se notar maior predominio do uso pelo sexo
feminino, 23,2% contra 7,3%. No entanto, nenhuma diferenga entre o uso da
polifarmacia foi significativa (BARRETO; FIGUEIREDO, 2009).

As diferencas entre os géneros (feminino e masculino) sobre a fungéo renal
também s&o capazes de exercer agédo sobre a presenga ou n&o de rejeicao ao enxerto.
Acredita-se que os horménios femininos, como o estradiol, possam ter efeito protetivo
sobre as mulheres, enquanto os horménios androgénicos contribuam para pior fungéo
do enxerto a longo prazo (ANTUS et al., 2002). Todavia, no presente estudo, nédo
foram encontradas diferengas para a presenga de episodios de rejeigao entre homens
e mulheres. A rejeigao prévia foi definida como a existéncia de episddios de rejeicéo,
relatados em prontuario médico, anteriores a data da coleta de sangue para a
realizagdo da pesquisa. Muitos dados, entretanto, ndo estavam disponiveis ou nao
foram relatados nos prontuarios dos pacientes, o que dificultou a avaliagao deste
parametro em nosso trabalho.

Em relacdo a realizagao de transplante prévio, sabe-se que os individuos com
transplante anterior possuem caracteristicas clinicas especificas e estdo associados
com piores prognosticos. Alguns estudos optam por excluirem os receptores que

estdo em seu segundo transplante renal, no entanto n&o justificam, em sua totalidade,
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a motivagao da exclusdo (MACHINICKI et al., 2011). Wu et al. (2017) em seu estudo
com uma grande populagdo de RTx do Reino Unido (2093 RTx), verificaram que
13,1% da populagdo de seu estudo ja havia transplantado anteriormente e os
consideraram como um fator de confusdo para algumas analises da pesquisa. No
presente estudo foi observado que 8,4% da populagdo total havia realizado
transplante prévio (re-transplante) e estes foram incluidos apenas para as analises
envolvendo os polimorfismos da eNOS.

6.2 Avaliagao do numero de microparticulas endoteliais e plaquetarias
plasmaticas

Com a finalidade de avaliar o envolvimento das MPs na evolugcdo da fungao
renal pos-transplante, a populagéo estudada foi distribuida em grupos de acordo com
0os niveis de creatinina sérica e com o eRFG. Estes dois marcadores séao
frequentemente utilizados para estimar a fungao renal na pratica clinica. A analise do
numero das MPs nos grupos de acordo com os niveis de creatinina revelou que os
RTx com melhor funcdo de filtragao (grupo C1) apresentaram numeros elevados de
MPs totais (EMP + PMP) com o predominio de PMPs se comparado aos demais
grupos (C2 e C3). As analises envolvendo o eRFG nao revelou diferenga entre o
numero de MPs estudadas entre os RTx.

Um resultado similar foi encontrado por Lu et al. (2015) ao observarem maiores
numeros de PMP e EMP em portadores da DRC nos estagios | e Il em relagdo aos
estagios finais (Il e IV). Os autores sugerem que o numero de PMP e EMP pode estar
mais relacionado com outras causas, como a doenga de base, do que com a propria
funcdo renal, uma vez que os pacientes nos estagios iniciais da DRC apresentam
niveis inferiores de creatinina, muitas vezes inferior a 1,4mg/dL (semelhante ao grupo
C1 do presente estudo) se comparado aos estagios finais.

Grande parte dos resultados encontrados na literatura. Cheng et al. (2015)
sugerem que as PMPs e EMPs podem ser considerados biomarcadores de grande
relevancia na DRC. Os autores demostraram uma correlagéo direta entre o aumento
das MPs e a elevagéo dos niveis de creatinina sérica e enfatizaram, ainda, que as
MPs sao uteis para avaliar o desenvolvimento de sindrome cardiorenal e

cardiovascular entre os portadores de DRC.
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Em outro estudo que distribuiu 160 portadores de fibrilagdo atrial de acordo
com o eRFG, baseado nos estagios da DRC, foi observado que o numero de MPs
derivadas das plaquetas / células endoteliais (EPMP) aumentaram de forma
sequencial com o declinio da fungéo renal (baixo eRFG), correlacionando a fungéo
endotelial e a func¢ado renal (LAU et al., 2017).

Almquist et al. (2016) demonstraram que pacientes com DM e DRC estagios 3-
4 (eRFG: 15-59 mL/min/1,73m?) tinham maiores niveis plasmaticos de PMPs e EMPs
se comparado aos pacientes com DM e eRFG normal. Sugeriram que isto ocorre
provavelmente devido ao aumento da atividade inflamatoria e disfungédo endotelial, o
que poderia indicar uma ativacao plaquetaria aumentada, favorecendo os eventos pro-
trombdticos e ao aumento do risco cardiovascular nesses pacientes. Cumpre ressaltar
que a maioria dos estudos encontrados avaliam as MPs no pré e pos-transplante,
enquanto no presente estudo foram avaliados as MPs apenas no pds-transplante, o
que pode ter dificultado o aparecimento das diferengas entre os grupos do nosso
trabalho (AL-MASSARANI et al., 2009; QAMRI et al., 2014). Além disso, ainda sédo
poucos os estudos que avaliam as MPs no transplante renal (AL-MASSARANI et al.,
2008, 2009; BITZER et al., 2012;).

Na tentativa de explicar os dados encontrados no presente estudo (elevados
niveis de MPs nos RTx com melhor fungdo renal), foi realizada a comparagédo dos
valores medianos para as contagens de plaquetas entre os grupos. Foi observado que
RTx com maiores niveis de creatinina (C2 e C3) apresentaram menores contagem de
plaquetas se comparado a C1 e uma correlacio inversa entre os niveis de creatinina
e as contagens de plaquetas. Este fato pode ter influenciado os maiores niveis de MPs
no grupo C1, pois um maior numero de plaquetas poderia favorecer sua maior
ativagcéo, contribuindo para maior numero de MPs na circulagdo (KUO et al., 2015;
MEEHAN et al., 2003; SCHWARZENBERGER et al., 2015). Correlagdes positivas
entre as contagens de plaquetas e o numero de todas as MPs avaliadas foram
encontradas, o que corrobora com essa hipotese.

Adicionalmente, outro estudo demonstrou a ocorréncia de deposicdo de
plaquetas e PMPs nos capilares glomerulares em resposta ao processo de rejeicao
ao enxerto, em bidépsias do enxerto renal analisadas por imuno-histoquimica
(MEEHAN et al., 2003). Outros estudos afirmam, ainda, que pode acontecer a
deposicao de plaquetas em transplantes renais em estagios iniciais de rejeicéo
(FENECH et al., 1984; LEDERER et al., 1992). Kuo et al. (2015) demonstraram que a



90

maior deposicdo dos agregados plaquetarios também foi correlacionada com os
escores de Banff.

Estes estudos sustentam a hipétese da ocorréncia de deposigcao de plaquetas
nos capilares do rim transplantado nos RTx dos grupos C2 e C3, o que poderia refletir
em menor numero de MPs circulantes nos pacientes com niveis mais elevados de
creatinina em relagdo aqueles com menores niveis (grupo C1).

Apesar da creatinina ser considerada um marcador tardio e ndo especifico para
a avaliacao da funcgao renal, sua elevacao se correlaciona com o avango da DRC e
com a presenga da rejeicdo ao enxerto, sendo comumente utilizada na pratica clinica
(DURSUN; YEL; UNSUR, 2015). Sendo assim, da mesma forma que numeros
elevados de MPs podem estar associados a inflamagdo e a rejeigdo, numeros
reduzidos também poderia resultar do processo de rejeicdo, sinalizando para o
consumo de MPs no enxerto. Entretanto, mais estudos sao necessarios para melhor
compreensao destes mecanismos.

As PMPs apresentam superficies pro-coagulantes envolvidas na
trombogénese, além de componentes inflamatérios, como citocinas e fatores de
crescimento, o que poderia contribuir para o agravamento da disfungao endotelial com
elevagdo dos riscos cardiovasculares, que podem levar a rejeicdo e destruicdo de
orgaos transplantados. As PMPs também podem ativar plaquetas e células
endoteliais, potencializando ainda mais a liberagdo de MPs influenciando ainda em
seus diametros e/ou tamanhos (DOLEGOWSKA; BLOGOWSKI; DOMANSKI, 2012).

Uma nova estratégia de analise foi realizada com o objetivo de averiguar o perfil
das MPs de acordo com o seu diametro nos diferentes grupos do presente estudo. Ao
separar as MPs em duas populagdes com base em seu diametro, foi observado um
predominio de PMP e EMP de menor tamanho (didmetro < 0,7um) nos RTx com
menores niveis de creatinina (grupo C1). Entretanto, quando os RTx foram
distribuidos de acordo com o eRFG nao foram observadas diferengas entre os
tamanhos das MPs nos diferentes grupos. A analise considerando o tamanho das MPs
tem como objetivo avaliar seu potencial inflamatério e/ou proé-coagulante, visto que
estudos anteriores demonstraram que quanto menor o didmetro das MPs maior o
estado inflamatério envolvido em sua liberagdo (DEAN et al., 2009; MONTORO-
GARCIA et al., 2012; MONTORO-GARCIA et al., 2014, 2015). Sabe-se que as MPs
de diferentes tamanhos apresentam componentes e atividade funcional distintas. As

proteinas de membrana sdo mais reativas a medida que o didmetro da MP diminui,
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facilitando a interagcdo com o subendotélio, com o FvW, fatores de crescimento e
citocinas (DEAN et al., 2009). Dessa forma, era esperado que com o aumento dos
niveis plasmaticos de creatinina, o diametro das MPs diminuisse, refletindo a potencial
piora da fungdo renal. A inclusdo de um marcador inflamatorio para avaliar a relagao
do didmetro das MPs e o estado inflamatério torna-se essencial e sera uma
perspectiva para outro estudo

E importante ressaltar que ndo foram encontrados estudo comparando o
tamanho das MPs em grupos de acordo com a fungdo renal, o que enfatiza a
importancia e ineditismo do presente estudo.

Montoro-Garcia et al. (2015), avaliaram a relagéo entre a circulagdo de MPs de
pequeno didmetro em pacientes com insuficiéncia cardiaca aguda (ICA) e em
pacientes sem doenga cardiovascular (DCV), grupo controle. Concluiram que numero
elevado de MPs de didmetros menores estavam associados a piores progndsticos de
ICA. Sugeriram que a avaliagdo por tamanho pode ser uma ferramenta valiosa de
diagndstico para pacientes com risco de ICA sem evento isquémico, por prever melhor
0 grau do estado patolégico. Um outro estudo deste mesmo grupo sugerem que a
presenca de PMPs menores que 0,5 ym sao fonte direta para maior ativagcado de
plaquetas e mondcitos, favorecendo um estado pro-trombético, em parte pela
expressdo de P-selectina (MONTORO-GARCIA et al., 2014).

A avaliagao da influéncia do tempo pods-transplante e numero de MPs, no
presente estudo revelou que aqueles pacientes com menor tempo de transplante
tinham maior numero de EMPs, se comparados aqueles que possuiam tempo maior.
Essa diferenga foi ainda maior para a analise envolvendo a comparagao por tamanho
das MPs, o que sinalizou um predominio de MPs maiores que 0,7 um entre os RTx
com menor tempo pos-transplante.

Sabe-se que a DRCT cursa com numero elevado de EMPs e PMPs (AMABILE
et al., 2005; LU et al., 2015) e que apds o transplante renal, o numero das MPs
reduzem significativamente com o sucesso da cirurgia, de forma gradual,
especialmente nos dois primeiros anos pos-transplante (AL-MASSARANI et al., 2009).
Desta forma, o numero de MPs dos pacientes transplantados recentemente pode
estar sob influéncia do periodo anterior a cirurgia e do préprio ato cirurgico. Vale
ressaltar que no grupo T1, o tempo pos-transplante variou de 1 a 24 meses e nesse
grupo foi encontrado o maior numero de MPs. Por outro lado, nesse mesmo grupo as

MPs possuiam maior tamanho o que, de certa forma, contraria 0 que era esperado
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em relacado a influencia da resposta inflamatoria provocada pelo ato cirurgico. Porém
cumpre ressaltar que pacientes transplantados renais utilizam terapia
imunossupressora composta dentre outros medicamentos, por corticoides que séo
antiinflamatorios. A avaliacdo da influéncia da terapia imunossupressora sobre o
numero de MPs constitui uma perspectiva de novo estudo.

No presente estudo, ndo foram encontradas diferengcas para os niveis e
tamanhos de MPs em fung¢ao da presenga ou n&o da historia de rejeicdo ao enxerto.
Qamri et al. (2014) avaliaram o numero de EMPs entre os RTx com e sem diagnostico
de RA. Observaram maior numero de EMPs entre aqueles com RA se comparado
aqueles sem diagnostico. Singh et al. (2012) também obtiveram maior numero de
EMPs e rejeicdo ao enxerto, em pacientes que fizeram transplante cardiaco.
Sugeriram que as EMPs podem ser consideradas como preditores independentes
para a presencga da vasculopatia do aloenxerto cardiaco em criangas e adolescentes.

Estudos sugerem que o aumento do numero de EMPs pode fornecer
informagdes uteis sobre o papel do endotélio vascular nos processos de rejeicdo ao
enxerto (DURSUN; YEL; UNSUR, 2015; QAMRI et al., 2014). No presente estudo, o
grande numero de RTx com dados indeterminados ou ausentes para rejeicao e o
tamanho amostral para esta variavel (MPs) certamente comprometeram a avaliagéo

fidedigna da relagédo entre numero de MPs e rejeicdo ao enxerto.

6.3 Avaliagao dos niveis plasmaticos do fator de von Willebrand

No presente estudo foi observado que os RTx com niveis intermediarios de
creatinina sérica (grupo C2) apresentaram maiores niveis de FvW se comparado ao
RTx com niveis menores de creatinina (grupo C1). No entanto, ndo foram observadas
diferengas entre os grupos C2 e C3. Quando os RTx foram distribuidos de acordo com
o eRFG, ndo foram observadas diferengas entre os grupos. Houve correlagéo
negativa e fraca entre os niveis de FvW e eRFG.

A influéncia dos imunossupressores sobre os niveis plasmaticos de FvW tem
sido relatada. Lu et al. (2008) observaram niveis reduzidos de FvW entre os pacientes
em uso de corticoesteroides e/ou micofenolato mofetil, atribuindo essa reducéo a
influéncia dos imunossupressores sobre o endotélio e controle da inflamagdo. No

presente estudo, os principais esquemas terapéuticos empregados no transplante
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renal incluiam o uso de pelo menos um desses, sendo que a maioria dos pacientes
do grupo C3 estavam em uso concomitante destes dois imunossupressores, o que
pode ter contribuido para o menor nivel do FVvW em relagé&o ao grupo C2.

Resultados semelhantes ao do presente estudo foram obtidos por Malyszko et
al. (2008) e Zbroch et al. (2012). Estes estudos relataram a elevag&o dos niveis do
FvW com o declinio da fungao renal em RTx. Outros estudos também revelaram que
o declinio da fungado renal esta associado a disfungcdo endotelial com consequente
elevacgéao dos niveis de FVW, o que favorece um ambiente pré-trombaotico (CHENG et
al., 2015; LU et al., 2015; SHEN et al., 2012).

Dubin et al. (2011) demostraram associa¢gdes moderadas do FvW, fator VIII,
trombomodulina soluvel, D-dimero, complexo plasmina-antiplasmina, inibidor da via
do fator tecidual, e fibrinogénio com o eRFG. As elevagbes dos niveis destes
marcadores se relacionaram com a redugdo do eRFG em 6751 portadores de DRC.
Os autores concluiram que a alteragdo da hemostasia pode ser um mecanismo pelo
qual a redugao da fungéo renal promove maior risco cardiovascular (DUBIN et al.,
2011). Zahran et al. (2015) relataram uma correlagdo positiva entre os fatores
hemostaticos (TM, FvW, PAI-1 e t-PA) e os niveis plasmaticos de creatinina, ureia,
PCR ultra-sensivel e com o didmetro da espessura meédia da carétida entre portadores
de DRC. Estes dados reforcam que a DRC, especialmente em estagios mais
avangados, contribui para um estado de hipercoagulabilidade.

O declinio da funcéo renal cursa com desequilibrio eletrolitico e acido-base,
aumento das toxinas urémica e exacerbagao do processo inflamatorio, com elevagao
de marcadores de fase aguda. O que pode alterar a atividade de enzimas da
coagulagao, isso favore a lesdo endotelial, resultado no aumento dos niveis de FYW
na circulagdo (DUBIN et al., 2011). No entanto, seria esperado que este aumento
ocorresse de forma proporcional a elevagao da creatinina, o que nio foi observado no
presente estudo, o nivel de FvW no grupo C3 foi menor que aqueles do grupo C2.
Este achado pode estar relacionado a maior exposi¢cao do FvW nas células endoteliais
do enxerto, o que favoreceram a formagao de agregados plaquetarios nos eventos
iniciais de rejeicdo ao enxerto, reduzindo os niveis desse fator na circulagdo
(HARTMANN et al., 2016; HUGENHOLTZ et al., 2015). No entanto, ndo se pode
descartar a influencia do tamanho amostral. De fato, grande parte dos estudos

encontrados na literatura envolviam um grande numero de pacientes.
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Zahran et al. (2015) demonstraram uma redugao dos niveis de ADAMTS13 com
o declinio da funcio renal em portadores de DRC. Niveis elevados do FvW também
foram relacionados a reducdo de ADAMTS13 circulante e/ou reducédo da atividade
dessa enzima em pacientes transplantados (CHENG et al., 2015; LU et al., 2015;
SHEN et al., 2012). Esta relagédo pode justificar a existéncia de maiores niveis do FvW
entre os RTx do grupo C2 em relagdo ao C1, visto que os RTx no grupo C2
apresentam niveis de creatinina maiores do que os RTx do grupo C1 indicando um
declinio da funcéao de filtrac&do renal, o que pode estar associado a redu¢ao dos niveis
e/ou da atividade de ADAMTS13 nestes pacientes. A determinagdo dos niveis e a
atividade de ADAMTS13 € uma perspectiva do presente estudo.

A analise do nivel plasmatico do FvW e o tempo pds-transplante n&o revelaram
diferenga entre os grupos. Resultados similares foram demonstrados por Mota et al.
(2015), que nao encontraram diferengas entre os niveis de FvW em RTx distribuidos
em grupos de acordo com o tempo pés-transplante e com os niveis de creatinina. No
entanto, esses investigadores observaram que outros parametros hemostaticos
(Dimero-D, Trombomodulina e ADAMTS13) se associaram aos niveis plasmaticos de
creatinina e a funcido do enxerto, o que refor¢ga o envolvimento da hemostasia com o
declinio da fungéo renal.

Ao avaliar a relagdo da presenga de histéria de rejeicdo ao enxerto com os
niveis de FvW em RTXx, no presente estudo os niveis de FvW foram mais elevados
entre os pacientes com historia prévia de rejeicao ao enxerto, sugerindo uma provavel
disfuncao endotelial residual nestes receptores. Kuo et al. (2015) relataram que o FYW
foi altamente expresso no endotélio vascular em biépsias com deposi¢cao de C4d e foi
fortemente associado a perda do enxerto. Estudos in vitro demonstraram que a
presenca de anticorpos anti-MHC classe | induz a exocitose de FvW dos corpusculos
de Weibel-Palade das células endoteliais (VALENZUELA et al., 2013; YAMAKUCHI et
al., 2007). Modelos em animais para RA também afirmaram o envolvimento do FvW
nos processos de rejeicdo ao enxerto. Wasowska et al. (2001) sugeriram que a
liberacdo de FvW esta relacionada a adesdo de plaquetas ao endotélio vascular
durante o processo de rejeigao e aloenxertos cardiacos.

No presente estudo, ndo foram evidenciadas correlagdes entre FvW e as PMPs
e EMPs. No entanto, Lu et al. (2015) relataram a existéncia de correlagdo positiva
entre estes parametros. Sabendo que as EMPs sdo consideradas marcadores da
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disfungéo endotelial, e, essas podem carrear gmFvW e contribuir para o agravamento
da les&do ao endotélio (JY et al., 2005).

6.4 Determinagao e comparagao das frequéncias dos polimorfismos G894T,
VNTR b/a e T-786C no gene da sintase do éxido nitrico endotelial

A populagdo do presente estudo estava em equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) nos diferentes grupos avaliados para os trés polimorfismos da eNOS. Sabe-se
que estar em equilibrio de EHW significa que os alelos se distribuem de forma
aleatdria na populagao, ndo sofrendo interferéncia de fatores que tendem a deslocar
o equilibrio, como a selegédo, endogamia, migragdao e mutag¢des, néo alterando suas
frequéncias ao longo das geragdes (GRIFFTHS et al., 2008).

Com a finalidade de investigar uma possivel associagao dos polimorfismos da
eNOS e a fungdo renal, os pacientes foram distribuidos em grupos de acordo com os
niveis de creatinina sérica. Considerando a analise de carreadores alélicos, observou-
se uma menor frequéncia do carreador b do polimorfismo VNTR b/a nos grupos com
elevados niveis de creatinina (grupo C2 e C3). Sabe-se que a presenga do alelo
variante do VNTR b/a (alelo a) esta relacionada a alteragdes das taxas de transcrigéo
e ou producdo da eNOS, resultando em altera¢gdes funcionais da enzima. Estudos
sugerem que a presenca do alelo variante do VNTR b/a esteja relacionado a sintese
diminuida do RNAmM da eNOS, o que reflete em menores niveis da enzima e
consequentemente de NO (DUTKIEWICZ et al., 2010; ZHANG et al., 2005).

A reducgédo da transcricdo génica esta relacionada a presenca de RNA de
interferéncia (RNAi) e RNA n&o codificantes. Esses ultimos, quando presentes,
exercem fungdo de feedback negativo, inibindo a sintese do RNAm (WANG et al,,
2008). A producédo destes RNAi esta relacionada ao numero de repeticbes no
polimorfismo VNTR b/a, sendo que, quanto maior o numero de repeticdes, maior sera
a sintese do RNAI, potencializando o feedback negativo. O alelo a apresenta uma
repeticdo a mais que o alelo b, logo, resultando em niveis reduzidos de NO (ZHANG
et al., 2008; WANG et al., 2008). Em concordéncia, Dutkiewicz et al. (2010) relataram.
que a presenca do alelo variante (a) se correlacionou com a presenga de niveis

reduzidos de NO e diminui¢cdo da sintese de eNOS em RTx. Além disso, a presenca
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do alelo a pode conferir maior predisposicao ao desenvolvimento da funcao retardada
do enxerto em RTx.

Resultados similares aos do presente estudo foram obtidos por Ukar et al.
(2014) ao observarem que RTx com gendtipo bb apresentaram melhor fungdo renal
com baixa incidéncia de perda do enxerto. Elumalai et al. (2014) mostraram que a
presenga do genotipo aa do polimorfismo VNTR b/a influencia no agravamento da
funcao renal e no risco de desenvolvimento de hipertensao arterial. Outro estudo que
corrobora com estes achados é o de Sener et al. (2014), ao detectarem diferengas
significativa entre as frequéncias do genotipo aa e alelo a (VNTR b/a) em portadores
de DRCT em relag&o ao grupo controle.

No presente estudo os RTx com melhor fungao renal (avaliada pelos niveis de
creatinina) apresentaram a prevaléncia do alelo b do polimorfismo VNTR b/a, o que
permite inferir que esse alelo preservou a funcado da eNOS, contribuindo para melhor
funcdo do enxerto a longo prazo

A analise de hapldtipos entre os grupos distribuidos de acordo com os niveis
de creatinina (C1, C2 e C3) revelou maior frequéncia do haplétipo T-C-b no grupo C1.
O termo haplotipo corresponde a combinagao de alelos em variados loci existentes
em um mesmo cromossomo homaologo, que sdo herdados em conjuntos (BORGES-
OSORIO; ROBINSON, 2001). O haplétipo em questao apresenta dois alelos variantes
(894T e -786C), e esta relacionado ao desenvolvimento de outras patologias que
cursam com niveis reduzidos de NO, como na pré-eclampsia e hipertenséo arterial
(ALPOIM et al., 2014; DIAZ-OLGUIN et al., 2011; TANUS-SANTOS et al., 2007).
Entretanto, devido a maior frequéncia do carreador b neste mesmo grupo, sugere-se
que os demais alelos presentes no haplétipo tenham sido segregados em conjunto ao
alelo b e, devido ao seu efeito menos deletério para a sintese de NO, estes RTx
apresentam melhores niveis de creatinina. Paradoxalmente, outros investigadores
gnéo observaram diferengas entre as frequéncias dos haplétipos dos polimorfismos
da eNOS na DRC e/ou transplante renal (MARSON et al., 2011; SANTOS et al., 2011).
Dessa forma, torna-se necessario outros estudos para melhor compreender estes
marcadores genéticos no transplante renal.

Grande parte dos relatos encontrados na literatura abordam o envolvimento
dos polimorfismos da eNOS com as DCV, episédios de isquemia/reperfusdo do
enxerto, hipertensdo arterial, aterosclerose e entre outras patologias (BAMBHA et al.,
2010; LIN et al., 2009; OCHODNICKY et al., 2006; TANG; LIU; XIE, 2008). Chand et



97

al. (2014) propuseram que a presenca do genoétipo GG do polimorfismo G894T esta
associado a pior fenaétipo entre os 140 pacientes portadores de DRC com insuficiéncia
cardiaca sub-clinica detectada por ressonancia magnética cardiaca. Estes
pesquisadores avaliaram alteragdes sistolicas e diastolicas nos portadores de DRC
sem diagndstico prévio de doenga cardiaca e daqueles com insuficiéncia sub-clinica
tinham o gendtipo GG. Propuseram que esta variante genética pode ser um poderoso
biomarcador genético, auxiliando na terapia intervencionista destes pacientes
(CHAND et al., 2014). Em concordancia com estes dados, um estudo conduzido na
populagao brasileira revelou um aumento na frequéncia do genétipo GG em pacientes
com insuficiéncia cardiaca, ao se comparar com o grupo controle. Além disso, houve
associagao a mortalidade (por todas as causas) em pacientes hipertensos (VELLOSO
et al., 2010).

Em concordéncia com o presente estudo e contrapondo os estudos que
enfatizam a associagdo dos polimorfismos da eNOS, Santos et al. (2011), ao
investigarem a associagcédo dos polimorfismos T-786C, G894T e VNTR b/a da eNOS
com a doenca renal em 617 brasileiros portadores de DM tipo 2, ndo observaram
diferenga entre as frequéncias alélicas, genotipicas e dos haplotipos, comparando
com o grupo controle (SANTOS et al., 2011).

Em outra analise, os RTx foram novamente distribuidos de acordo com a
presencga da historia prévia de rejeicao ao enxerto, sendo ndoREJ, REJ e IND. Os
resultados encontrados para as frequéncias alélicas, genotipicas, modelos de
carreadores alélicos e analise de haplétipos dos polimorfismos estudados nao
mostraram diferenca significativa entre os grupos. E importante ressaltar que foram
encontrados poucos relatos na literatura avaliando a associagao dos polimorfismos da
eNOS e a ocorréncia da rejeicdo ao enxerto renal. Azarpira et al. (2013) enfatizaram
o envolvimento do polimorfismo T-786C e a ocorréncia da RA em 66 RTx. Foi
observado maior frequéncia do alelo T e uma diferenca significativa entre o modelo
TT vs TC+CC (analise de carreadores alélicos) entre os RTx com RA, além da
prevaléncia do haplotipo G-C-b em RTx sem rejeigdo. No entanto, ndo demonstraram
associagao dos polimorfismos G894T e VNTR b/a com a ocorréncia da rejeicdo ao
aloenxerto renal. Propuseram ainda que uma possivel justificativa para os achados
seria o tamanho amostral (AZARPIRA et al., 2013). Em um outro estudo, com um
tamanho amostral consideravel (187 RTx), coordenado por Dutkiewicz et al. (2009),
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nenhuma associagao foi encontrada entre os polimorfismos G894T e VNTR b/a e a
rejeicao ao enxerto renal.

Considerando os resultados conflitantes envolvendo os polimorfismos da eNOS
e a evolugao da funcao renal do enxerto, torna-se necessario novos estudos para o
estabelecimento de conclusdes entorno dos processos envolvidos. Varias sdo as
razdes que poderiam justificar os resultados conflitantes obtidos nos estudos. E
possivel que os polimorfismos da eNOS ndo desempenhem um papel central nas
alteragdes funcionais primarias da DRC, bem como para a rejeigdo ao enxerto renal
pos-transplante. Além disso, como a eNOS exerce grande parte de seus efeitos
proximos aos locais de sua sintese, e internamente as células, torna-se necessario a
determinacgao dos polimorfismos da eNOS do doador e a confirmagdo se poderiam
exercer efeitos significativos no desenvolvimento da evolugéo/rejeicdo ao enxerto e
piora da funcdo renal no pos-transplante (AZARPIRA et al., 2013). Por fim, o tamanho
amostral, a individualidade dos pacientes e a miscigenagédo encontrada na populagéo
poderiam contribuir para a omissao das diferencas.
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7 CONCLUSOES

As microparticulas endoteliais e plaquetarias apresentaram variagdo no numero e
tamanho diante do declinio da fungao renal ou processo de rejeicdo nos receptores
do transplante renal avaliados.

O transplante renal recente (menor tempo pdés cirurgia) pode ser caracterizado como

um fator indutor para a maior liberagdo de microparticulas celulares.

O aumento dos niveis plasmaticos do fator de von Willebrand foi correlacionado com
o declinio da fungao renal e episédios prévios de rejeicdo. Este biomarcador mostrou-
se promissor para futuras avaliagdes da funcao renal pés-transplante.

A presenca do alelo b do polimorfismo VNTR b/a foi relacionado a menores niveis de
creatinina. A avaliacdo deste polimorfismo pode ser considerada uma potencial
estratégia no prognostico da fungédo do enxerto renal.
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8 LIMITAGOES DO ESTUDO

Uma das limitagdes desse estudo foi a alta frequéncia de informagdes nao disponiveis
ou nao informadas nos prontuarios clinicos, dificultando algumas analises de
interesse. Como exemplos: dados relacionados as biopsias do aloenxerto,
determinag¢des dos HLAs dos doadores e receptores, tipagem sanguinea, proteinuria

e albuminuria.

O tamanho amostral, a individualidade dos pacientes e a miscigenagdo encontrada
em nossa populagao poderiam contribuir para a ndo detec¢cdo omissao das diferencas.
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9 PERSPECTIVAS DE ESTUDO

Avaliar um marcador inflamatério para esclarecer a relagdo do tamanho das MPs e a
inflamag&o nos RTx.

Avaliar a influéncia da terapia imunossupressora sobre os niveis de MPs e FYW em
RTX;

Determinar os niveis plasmaticos e a atividade de ADAMTS13 nos RTx distribuidos
de acordo com a fungao renal e presencga da rejeicao ao enxerto;

Determinar e comparar as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas dos
polimorfismos da eNOS em RTx distribuidos de acordo com o0 eRFG e do tempo pds-
transplante;

Determinar os polimorfismos da eNOS do doador e verificar se poderiam exercer
efeitos significativos no desenvolvimento da evolugao/rejeicdo ao enxerto e piora da
funcao renal no pés-transplante;

Avaliar os principais desfechos clinicos dos RTx e compara-los com os biomarcadores
alvo do estudo.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Grupo de Pacientes Transplantados Renais)

Titulo do Projeto: Avaliagdao de marcadores inflamatorios/ hemostatios e
polimorfismos da sintase do éxido 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 pods-transplante renal. A
inflamacédo, a ativagdo do sistema imunolégico, os disturbios da coagulacdo e
caracteristicas genéticas desempenham um papel importante em pacientes transplantados
renais, principalmente no que diz respeito a mortalidade cardiovascular e ao 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 6rgéos e tecidos do mundo, destacando-se pelo crescente numero de
transplantes realizados a cada ano.

Esta pesquisa visa esclarecer sobre as alteracbes laboratoriais em exames de
pacientes transplantados renais, que possam contribuir para o melhor tratamento e
monitoramento pés-transplante. Vocé estd 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
Resolugéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude.

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

Nome: Género:
Identidade: Orgéo 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 oxido nitrico endotelial em pacientes submetidos ao transplante de rim, sem sinais
clinicos de rejeicdo, distribuidos em subgrupos de acordo com os niveis plasmaticos de
creatinina e o eRFG.

3. Descrigao detalhada e explicagao dos procedimentos realizados:

Sua participagao é 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 participagdo na pesquisa envolvem possiveis incomodos durante
a pungéo venosa, como dor local, tonteira ou sensagdo de desmaio e, apos 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.

Descrigado 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
hipoteses geradas em torno das alteragbes em exames laboratoriais encontrados em
pacientes transplantados renais, bem como ira contribuir para a geragédo de materiais
didaticos, que possuem o objetivo de instruir e esclarecer os participantes sobre o
tratamento e a prevencao de diversas complicagbes associadas ao transplante de rim.

5. Despesas, compensagdes e indenizagdes:

Vocé 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 nao tera compensagao financeira relacionada a sua
participagdo nessa pesquisa.

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

Vocé tem direito de acesso atualizado aos resultados da pesquisa. Em caso de resultados
que possam afetar seu monitoramento, entraremos em contato com vocé ou com o 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 instituicdo 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 Antonio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II - 2° andar, sala 2005,
Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG. CEP: 31270-901. Telefone (31) 3409
4592.

email coep@prpg.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 propésitos 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 participagédo e concordo voluntariamente em
participar desta pesquisa e poderei retirar o 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 autorizagéo
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 divulgacdo 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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ANEXO D - Ficha Clinica

Ficha Clinica
"AVALIACAO 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: \ 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) Doenca 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.?
I) Tipo sanguineo:

m) Historia famili-

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

Hemograma lonograma Bioquimica Bioquimica
HmM\H{\Hb: \ \ Na\k: \ Creat: BD\ BT: \
GL: Mg\P\Cl: \ \ Uréia: Nivel Med___ :
Seg\Bast: \ Ca\Cai: \ Ac. arico: Albumina:
Baso\Eos: \ Urina HbA1c: Globina:
Linf\Mono: \ DU\pH: \ Glico JJ: LDH:
Plag: Micro\Prot: \ TGO\AST: Colest T:
VCM\HCM: \ Prot. 24h: TGP\ALT: HDL\LDL: \
PTTA: c: \p: Alb\Creat: FAL\GGT: \ VLDL\ TGL:
RNNTP: \c: p: Sedimentos: CKT: Outros:
Outros: Outros: Outros: Outros:

Imuno (Receptor) Imuno (Doador)

HLA A: B: DR: HLA A: B: DR:
PRA PRE (data): Prova Cruzada: | GS:
PRA POS (data): Outros: '
Biopsia: Infecgbes pos-Tx:
Outros:
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50° Congresso Brasileiro de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial

Local: Rio de Janeiro

Data: 27 a 30 de setembro de 2016.
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Apresentagao de pdster: ~ Avaliagdo dos polimorfismos genéticos VNTR b\a, T-786C

e G894T da eNOS em relagdo a funcdo do enxerto em pacientes transplantados
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50° Congresso Brasileiro de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial
Local: Rio de Janeiro
Data: 27 a 30 de setembro de 2016.

Apresentagao de poster: ” Distribuicao dos polimorfismos genéticos VNTR b\a, T-786C
e G894T da eNOS de acordo com o ritmo de filiragdo glomerular em pacientes

transplantados renais™.
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XXVI Biennial Congress and 63rd Annual Scientific and Standarization
Commitee (SSC) Meeting of the International Society on Thrombosis and
Haemostasis
Local: Berlin, Alemanha
Data: 08 a 13 de julho de 2017
Apresentacao de pdsteres:

4+ PB674: Endothelial Nitric Oxide Synthase Gene Polymorphisms Influence on

Endothelial Microparticles Levels in Renal Transplantation

4+ PB686: Endothelial and Platelet Microparticles in Kidney Transplanted Recipients:
Influence of Time Post Transplantation and Donor Type

4+ PB1422: Assessment of Endothelial and Inflammatory Markers in Brazilian Renal
Transplant Recipients
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