UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA

CAROLINA NERIS CARDOSO

AVALIACAO DE BIOMARCADORES RELACIONADOS AO
METABOLISMO MINERAL E OSSEO EM PACIENTES ADULTOS
TRANSPLANTADOS RENAIS: RELACAO COM POLIMORFISMOS

Xbal e Pvull DO GENE ESR1

Belo Horizonte
2018



CAROLINA NERIS CARDOSO

AVALIACAO DE BIOMARCADORES RELACIONADOS AO
METABOLISMO MINERAL E OSSEO EM PACIENTES ADULTOS
TRANSPLANTADOS RENAIS: RELACAO COM POLIMORFISMOS

Xbal e Pvull DO GENE ESR1

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacado em Analises Clinicas e Toxicolbgicas
da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Minas Gerais, como requisito parcial
a obtencdo do grau de Mestra em Andlises
Clinicas e Toxicoldgicas.

Area de concentracdo: Andlises Clinicas e
Toxicoldgicas

Orientadora: Prof2 Dra. Ana Paula Lucas Mota -
UFMG

Coorientadora: Prof2 Dr2 Patricia Nessralla
Alpoim - UFMG

Belo Horizonte
2018



C268a

Cardoso, Carolina Neris.

Avaliacdo de biomarcadores relacionados ao metabolismo mineral e
0sse0 em pacientes adultos transplantados renais: relacdo com
polimorfismos Xbal e Pvull do gene ESR1 / Carolina Neris Cardoso. —
2018.

93f.:il

Orientadora: Ana Paula Lucas Mota.
Coorientadora: Patricia Nessralla Alpoim.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Farmécia, Programa de Pdés-Graduagdo em Analises
Clinicas e Toxicoldgicas.

1. Distarbio mineral e 6sseo da doenca renal crénica. 2. Rins —
Transplante — Teses. 3. Hiperparatireoidismo secundéario. 4.
Biomarcadores. 5. Polimorfismo (Genética) — Teses. |I. Mota, Ana
Paula Lucas. Il. Alpoim, Patricia Nessralla. Ill. Universidade Federal de
Minas Gerais. Faculdade de Farméacia. IV. Titulo.

CDD:617.461




UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

UEIG

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

FOLHA DE APROVACAO

AVALIACAO DE BIOMARCADORES RELACIONADOS AO
METABOLISMO MINERAL E QSSEO EM PACIENTES
TRANSPLANTADOS RENAIS: RELACAO COM POLIMORFISMOS
DO GENE ESR1

CAROLINA NERIS CARDOSO

Dissertagdo submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
Pés-Graduagdo em ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS, como requisito para
obtengdo do grau de Mestre em ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS, area de
concentragio ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS.

Aprovada em 25 de abril de 2018, pela banca constituida pelos membros:

Profa. Ana Paula Lucas Mota - Orientadora
Faculdade de Farmacia - UFMG

. I 3 X
oo Miva b Blpoym
Profa. Patricia Nessralla Alpoim
Faculdade de Farmacia - UFMG

\/144%
Prof. Marcelo Rizzatti Lujzon

Instituto de Ciéncias Biologicas - UFMG

Prof. Léonardo de Souza-vasconcelos
Faculdade de Medicina - UFMG

Belo Horizonte, 25 de abril de 2018.




Colaboradores

e Dr. Fernando das Mérces de Lucas Junior — Médico Nefrologista do Hospital
das Clinicas da UFMG;

e Dr2 Fabiola Paes Leme — Laboratério de Patologia Clinica da Escola de
Veterinaria da UFMG.

e Dr2|éda de Fatima Oliveira Silva - Laboratorio de Toxicologia da Faculdade
de Farmacia da UFMG;

Instituicbes Participantes

e Departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de
Farmécia da UFMG;

e Laboratério de Bioquimica Clinica da Faculdade de Farmécia da UFMG;
e Laboratério de Toxicologia da Faculdade de Farmacia da UFMG;
e Laboratoério de Nefrologia Pediatrica da Faculdade de Medicina da UFMG;

e Ambulatério de Transplantes da Unidade Bias Fortes do Hospital das Clinicas
da UFMG;

e Laboratério de Patologia Clinica do Hospital das Clinicas da UFMG.

Apoio Financeiro

e Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES;
e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — CNPq;
e Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais — FAPEMIG;

¢ Quibasa/Bioclin Quimica Basica.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por me dar forcas ao longo desta caminhada;

Aos meus pais, Eliana e Wilton, minha irm&, Débora, e meu namorado,Tales, por

todo amor, compreensao e incentivo;

A Minha orientadora, Ana Paula Lucas Mota, e co-orientadora Patricia Nessralla
Alpoim, pelo carinho, conselhos, aprendizado, por compartilharem do meu objetivo e
me proporcionarem a oportunidade de me desenvolver, como profissional e

pessoalmente;

Aos amigos e funcionarios do Laboratério de Bioquimica Clinica, pela amizade e
colaboracgéo, especialmente, a Alessandra, por sempre me ouvir e me lembrar que,
no final, tudo fica bem. A Lorraine, Suellen, Leticia e Aline, pelo companheirismo e

por participarem de cada etapa deste trabalho;

A Pamela e Maira, pela disponibilidade e presteza em me auxiliarem durante as

andlises;
A todos os professores do Programa de Pds-Graduacdo em Analises Clinicas e
Toxicoldgicas da Faculdade de Farméacia da UFMG, que tanto contribuiram para a

minha formacao;

Aos colaboradores e instituicbes participantes, por viabilizarem a realizacdo deste

projeto;

Aos voluntarios, sem o0s quais nada disso seria possivel;

A todos que, de alguma maneira, fizeram parte desta jornada, meu sincero

agradecimento!



RESUMO

O disturbio-mineral e 6sseo da doenca renal crénica (DMO-DRC) é caracterizado por
um quadro clinico que engloba anormalidades minerais, 0sseas e cardiovasculares,
resultante de complicacdes da doenca renal crbnica, e que pode permanecer
mesmo apos o transplante renal. O efeito protetor do estrogénio sobre 0s rins e
sobre o metabolismo mineral e dsseo ja foi demonstrado, bem como a associacao
de polimorfismos do gene do receptor de estrogénio 1 (ESR1) com desfechos
relacionados ao DMO-DRC, sendo oportuno avalia-los no pés-transplante renal. O
objetivo deste estudo foi avaliar os niveis de calcio, fésforo, paratorménio (PTH) e
25-hidroxi-vitamina D em transplantados renais e relaciona-los com marcadores da
funcéo renal e com os polimorfismos Xbal (rs9340799) e Pvull (rs2234693) do gene
ESR1. A coorte foi composta por 164 receptores do transplante renal, para os quais
foram determinados os niveis de biomarcadores do metabolismo mineral e ésseo e
os polimorfismos Xbal e Pvull. Para as andlises, os individuos foram categorizados
de acordo com o0s niveis séricos de creatinina, ritmo de filtragcdo glomerular
estimado, tempo pos-transplante, niveis de PTH e vitamina D. Observou-se que
maiores concentracfes de PTH associaram-se a maior nivel de creatinina sérica e
menor ritmo de filtracdo glomerular estimado. A pior fungéo renal, avaliada pelo ritmo
de filtracdo glomerular estimado, também se relacionou com maiores niveis séricos
de fosforo. Maiores concentracdes de calcio foram encontradas entre os individuos
com menor tempo poés-transplante. O PTH variou significativamente em funcao das
avaliacdes genéticas, sendo o gendtipo CC do polimorfismo Pvull encontrado com
maior frequéncia entre os individuos com menores niveis do hormdénio. O
polimorfismo Xbal n&o influenciou as concentragdes de nenhum dos biomarcadores.
A persisténcia de niveis elevados de PTH no pdés-transplante renal foi o achado mais
relevante e, apesar das variacbes observadas para os demais biomarcadores,o0s
receptores do transplante renal, neste estudo, estdo sob controle adequado das

variacdes do metabolismo mineral e 6sseo as quais estdo sujeitos.

Palavras-chave: Distirbio Mineral e Osseo da Doenca Renal Cronica;
Hiperparatireoidismo secundario; Polimorfismo genético; Transplante Renal.



ABSTRACT

The mineral and bone disorder of chronic kidney disease (CKD-MBD) is
characterized by a clinical condition which encompasses mineral, bone and
cardiovascular abnormalities resulting from complications of chronic kidney disease,
which may remain even after renal transplantation. The protective effect of estrogen
on kidney and mineral and bone metabolism has been demonstrated, as well as the
association of estrogen receptor 1 (ESR1) gene polymorphism with outcomes related
to CKD-MBD, so it is opportune to evaluate them in the post - renal transplantation.
The objective of this study was to evaluate the levels of calcium, phosphorus,
parathyroid hormone (PTH) and 25-hydroxy-vitamin D in renal transplant recipients
and to correlate them with renal function markers and the Xbal (rs9340799) and
Pvull (rs2234693) polymorphisms of the ESR1 gene. The cohort was composed of
164 renal transplant recipients, for which the biomarkers of mineral and bone
metabolism and the Xbal and Pvull polymorphisms were determined. For the
analyzes, subjects were categorized according to serum creatinine levels, estimated
glomerular filtration rate, post-transplant time, PTH and vitamin D levels. It was
observed that higher concentrations of PTH were associated with a higher serum
creatinine level and a lower estimated glomerular filtration rate. The worse renal
function, evaluated by the estimated glomerular filtration rate, was also related to
higher serum levels of phosphorus. Higher calcium concentrations were found
among individuals with shorter time after transplantation. PTH varied significantly
according to genetic evaluations, with the CC genotype of the Pvull polymorphism
being found more frequently among individuals with lower levels of the hormone.
Xbal polymorphism did not influence the concentrations of any of the biomarkers.
The persistence of elevated levels of PTH in the post-renal transplantation was the
most relevant finding and, despite the variations observed for the other biomarkers,
renal transplant recipients in this study appeared are under adequate control of the

variations of the mineral and bone metabolism which they are submitted to.

Key-words: Chronic Kidney Disease-Mineral and Bone Disorder; Genetic
polymorphisms; Kidney Transplantation; Secondary hyperparathyroidism.
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1 INTRODUCAO

A Doenca Renal Crbnica (DRC) consiste em lesdo renal com perda
progressiva e irreversivel da funcdo dos rins (glomerular, tubular e enddcrina)
(ROMAO Jr., 2004). No Ultimo estagio da doenca, se verifica um estado de
insuficiéncia renal e o emprego de terapia renal substitutiva (TRS) torna-se
necessario (AMERICAN KIDNEY FUND!, 2016). Uma das alternativas é o
transplante de rim. No Brasil, em 2017, foram realizados 5.929 transplantes renais
(ABTO-RBT, 2017). Em Minas Gerais, foram 617 em 2017, observando-se um
aumento de aproximadamente 35% em relacdo ao numero de transplantes
realizados em 2010 (ABTO-RBT, 2017).

Entre os pacientes com DRC, as alteracfes do metabolismo mineral e 6sseo
sdo comuns e se relacionam com a ocorréncia de complicagdes cardiovasculares e
com o aumento da mortalidade dos individuos. Observa-se comumente um quadro
de hiperfosfatemia, com consequente deficiéncia de vitamina D. A hipocalcemia
resultante deste desequilibrio esta associada com a osteodistrofia renal, em que se
verificam anormalidades na homeostase 6ssea com aumento de sua fragilidade e
fraturas (BASTOS; KIRSZTAJN, 2011). Os niveis reduzidos de calcio plasmatico
também sdo um dos fatores desencadeantes do hiperparatireoidismo secundario,
observado entre os individuos com DRC e em receptores de transplante renal. A
hiperfosfatemia, por sua vez, esta associada com a calcificacdo vascular, uma das
causas de complica¢cOes cardiovasculares que contribui para a mortalidade na DRC
(HRUSKA et al., 2008). Em conjunto, estas alteragcbes configuram o Distarbio
Mineral e Osseo da Doenca Renal Cronica (DMO-DRC). E desejavel que este DMO-
DRC seja corrigido ap0s a realizacdo do transplante renal, entretanto as
anormalidades podem permanecer e contribuir para complicacdes relacionadas a
funcdo do enxerto tanto no pos-transplante recente quanto no tardio.

Sabe-se que as caracteristicas genéticas também desempenham um papel
importante em pacientes transplantados renais. Diversos polimorfismos ja foram
estudados e relacionados a esta populacéo de transplantados renais, entretanto a
influéncia de polimorfismos génicos sobre a fungcdo do enxerto ainda néo esta
totalmente esclarecida (CHAND; MCKNIGHT; BORROWS, 2014; WANG et al.,

! Fonte: http://www.kidneyfund.org/kidney-disease/kidney-failure/. Acesso em 15 mai 2016.



http://www.kidneyfund.org/kidney-disease/kidney-failure/

16

2017; MARTINS, 2017). Neste contexto, a investigacdo dos polimorfismos Pvull e
Xbal do gene estrogen receptor 1 (ESR1) torna-se relevante, uma vez que ha
evidéncias da associacdo destes polimorfismos em populacdes especificas, com
fatores de risco e desfechos associados ao desequilibrio do metabolismo mineral e
0sseo. No entanto, a associacao entre estes polimorfismos génicos e marcadores
bioquimicos uteis no monitoramento do DMO-DRC permanece como um assunto
controverso e ainda pouco explorado em pacientes transplantados renais.

Assim, torna-se bastante oportuno avaliar biomarcadores do metabolismo
mineral e 6sseo em pacientes transplantados renais, associando-os aos dados
obtidos sobre os polimorfismos Pvull e Xbal do gene ESR1, bem como com a
funcao renal desses pacientes, a fim de se determinar variaveis com perspectivas de

aplicacao prognastica.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 DOENCA RENAL CRONICA

2.1.1 Definicéo

A DRC é uma doenca cronico-degenerativa decorrente de multiplas etiologias,
que leva a perda progressiva da funcéo dos rins (COBO, 2015). De acordo com as
Diretrizes de Pratica Clinica para Avaliagdo e Gerenciamento da DRC propostas em
2012 pela Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO), a DRC ¢é definida
como anormalidades da estrutura e/ou funcédo dos rins, presentes por mais de trés
meses, com implicacdes para a saude. Assim, sob um aspecto fisiopatolégico, um
individuo é diagnosticado com DRC quando apresenta Ritmo de Filtracdo
Glomerular (RFG) < 60 ml/min/1,73m2 com ou sem lesdo renal por um periodo igual
ou superior a trés meses e/ou lesdo do parénquima renal, evidenciada por
anormalidades histopatolégicas, exames de imagem ou por marcadores
bioguimicos, com ou sem diminuicdo do RFG, por periodo igual ou superior a trés
meses.

Ainda segundo as diretrizes do KDIGO, a DRC é classificada com base na
causa, categoria de RFG e categoria de albuminuria. Na tabela 1 é possivel verificar

o estadiamento da DRC de acordo com o RFG.

Tabela 1 - Estagios da Doenca Renal Crénica de acordo com ritmo de filtracao

glomerular
CATEGORIA DESCRICAO RFG (mL/min/1,73m?
Gl Normal ou aumentado >90
G2 Ligeiramente diminuido 60-89
G3a Ligeiramente a 45-59
moderadamente diminuido
G3b Moderadamente a 30-44
severamente diminuido
G4 Severamente diminuido 15-29
G5 Faléncia renal <15

Fonte: Adaptado de KDIGO 2012 Clinical Practice Guideline for the Evaluation and
Management of Chronic Kidney Disease, 2012, p.5.
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2.1.2 Epidemiologia da Doenca Renal Cronica

A DRC afeta aproximadamente 10% da populacdo mundial adulta, figurando
entre as 20 primeiras causas de morte em todo o mundo (PICCOLI et al.,2018). Nos
altimos 10 anos, a incidéncia de DRC aumentou 3-7%, sendo considerada hoje um
problema de salude publica. Este aumento € relacionado ao rapido crescimento
populacional, envelhecimento da populacdo com associacdo aos fatores de risco
para DRC e fatores ambientais (YAO et al., 2018).

Em 2012, segundo a Sociedade Brasileira de Nefrologia, estimava-se que, no
Brasil, cerca de 10 milhdes de individuos apresentavam algum grau de DRC, sendo
a prevaléncia de 50/100.000 habitantes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
NEFROLOGIA, 2012). Considerando-se uma prevaléncia de 8 a 16% em muitos
paises, estimada pela Global Kidney Disease 3, a faixa de prevaléncia para o Brasil
seria de 11 a 22 milhdes de habitantes adultos com algum grau de disfuncao renal
em 2014 (DRAIBE, 2014). Em reviséo sistematica, Marinho e colaboradores (2017)
verificaram que, de acordo com estimativas populacionais com base na doenca renal
autorreferida, de 3 a 6 milhdes de adultos brasileiros teriam DRC. Estes dados
apontam para a importancia de se estabelecer politicas de prevencéo e controle da

doenca em nosso meio.

2.1.3 Fatores de Risco para Doenca Renal Crbnica

Os principais fatores de risco para a DRC séo hipertensao arterial sistémica
(HAS) e diabetes mellitus (DM) (BASTOS; KIRSZTAJN, 2011; BORTOLOTTO,
2008). Nos Estados Unidos, um estudo recente apontou que cerca de 50% dos
individuos com DRC também apresentavam diabetes e/ou auto reportaram
possuirem alguma doenca cardiovascular, entre elas, hipertensdo (UNITED STATES
RENAL DATA SYSTEM, 2015). No Brasil, o ultimo censo da Sociedade Brasileira de
Nefrologia indicou que, em 2016, 41% dos pacientes inseridos nos servicos de
didlise tinham doenca renal supostamente devido ao diabetes. Entre 0s pacientes
prevalentes, nefropatia hipertensiva (34%) e diabetes (30%) foram as principais
doencas de base, seguidas por glomerulonefrite crénica (9%), rins policisticos (4%),
outros diagnésticos (12%) e diagnostico indefinido (11%) (SESSO et al., 2017). As

malformacbes congénitas, infeccdes urinarias e litiases de repeticdo, rins


https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez27.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Piccoli%20GB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29435267
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policisticos, histdria familiar de DRC, extremos de idade (idosos e criangas), doengas
auto-imunes, como ldpus, e uso de medicamentos nefrotoxicos também séo
exemplos de patologias e condi¢cdes que provocam lesdo renal ou representam risco
para desenvolvimento da DRC (ROMAO Jr., 2004).

2.1.4 Terapia Renal Substitutiva

Algumas complicacdes resultantes da DRC (anemia, acidose metabdlica,
alteracdo do metabolismo mineral, desnutricdo, doencas cardiovasculares)
geralmente ocorrem durante um longo periodo de tempo e contribuem para que a
doenca progrida até o estagio de insuficiéncia renal cronica terminal, fase mais
avancada da DRC, em que os rins ndo conseguem manter a normalidade do meio
interno do individuo. Nestes casos, a alternativa € a TRS, que consiste na dialise e
transplante renal (BASTOS; BREGMAN; KIRSTAJN, 2010; BASTOS; KIRSZTAJN,
2011). De acordo com o Censo Brasileiro de Dialise Crbnica, em julho de 2016,
havia aproximadamente 122.800 pacientes em dialise, sendo que, entre o0s
pacientes prevalentes, 92% estavam em hemodialise e 8% em dialise peritoneal. Em
5 anos, verificou-se um aumento anual médio no nimero de pacientes igual a 6,3%,
sendo que, s6 em 2016, mais de 39.000 iniciaram dialise (SESSO et al., 2017).

O transplante renal € o tratamento de escolha para um numero significativo de
pacientes com DRC. Este procedimento esta associado a melhoria da qualidade de
vida e maior sobrevida dos pacientes com nefropatias em comparacdo a dialise,
tanto do ponto de vista clinico, quanto social ou econémico (TONELLI et al., 2011).

Segundo dados do Registro Brasileiro de Transplantes da Associacao
Brasileira de Transplante de Orgdos (ABTO-RBT), durante o ano de 2017, 1.176
pacientes morreram enquanto aguardavam por um transplante renal, e até
dezembro do mesmo ano, ainda havia 21.059 pacientes ativos na lista de espera.
Por outro lado, foram realizados 5.929 transplantes renais no ano de 2017, sendo o
rim doado, em sua maioria, proveniente de doador falecido. Este niumero representa
cerca de 70% do total de transplantes de 6rgéos solidos realizados no pais (ABTO-
RBT, 2017). Em 2016, o Brasil ficou em segunda posicdo em numero absoluto de
transplantes renais em levantamento realizado com 30 paises, ficando atras apenas
dos Estados Unidos (ABTO-RBT, 2017). Na tabela 2 estdo demonstrados o total
anual de transplantes de rim realizados no Brasil nos anos de 2010 a 2017.
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Tabela 2- Numero absoluto total e por tipo de doador de transplantes de rim
realizados no Brasil entre 2010 e 2016

NUmero

absolutode 5510 5417 2012 2013 2014 2015 2016 2017
transplantes

derim
Total 4656 4.982 5431 5464 5661 5589 5514 5929
Doador vivo  1.655 1.652 1501 1.386 1.385 1.189 1.217 1.136
Doador 3.011 3.330 3.930 4.078 4.276 4.400 4.297 4.793
falecido

Fonte: Adaptado de ABTO- RBT., Associacdo Brasileira de Transplante de Orgdos — Registro
Brasileiro de Transplantes. Dimensionamento dos Transplantes no Brasil e em cada estado
(2010-2017)., Ano 23, n. 4, 2017

Estas estatisticas demonstram 0s avan¢os alcancados no tratamento da
DRC. No entanto, esta € uma doenca cada vez mais prevalente, de dificil manejo e
com inumeros fatores envolvidos, que requer ainda muito investimento,
principalmente no que se refere as pesquisas de novos biomarcadores de

diagnéstico e monitoramento.

2.2 ALTERA};OES DO METABOLISMO MINERAL E OSSEO EM DOENTES
RENAIS CRONICOS E TRANSPLANTADOS RENAIS

As desordens do metabolismo mineral e 6sseo sdo comuns entre pacientes
com DRC. As alteracdes mais comuns vao se estabelecendo ao longo do processo
de evolucao da doenca e da dialise e podem permanecer mesmo apos o transplante
(D’'MARCO et al., 2015). Neste processo, ocorre desequilibrio dos niveis séricos de
calcio, fésforo, paratorménio (PTH) e vitamina D devido ao declinio da funcéo renal,
com desenvolvimento de comorbidades associadas a DRC (NITTA; YAJIMA;
TSUCHIYA, 2017; KOCHANEK; SAID; LARMA, 2015).

2.2.1 Distarbio Mineral e Osseo da Doenca Renal Crénica (DMO-DRC)

Os pacientes com DRC séo afetados por alteracbes minerais e ésseas devido
a anormalidades nas concentracdes séricas de calcio, fosforo e PTH, levando ao
desenvolvimento do DMO-DRC (COZZOLINO, 2018). Ha o desenvolvimento da

osteodistrofia renal, caracterizada por um espectro de doencas 6sseas que afetam



21

pacientes que permanecem por longos periodos nos estgios finais da DRC e
caracteriza-se, mais comumente, por um aumento do turnover 0sseo devido a
hipocalcemia cronica (LAWAL et al., 2017). No entanto, é possivel também que
ocorra 0 surgimento de doenca Ossea adinamica, com diminuicdo da formacéo
o0ssea (FRAUSCHER et al., 2018). Assim, no DMO-DRC, verifica-se o
comprometimento do remodelamento 0sseo, da mineralizacdo, da forca, do
crescimento linear e surgimento de outras anormalidades ésseas, como osteite
Ossea, osteomalacia, osteopenia, osteoporose ou uma combinacdo destas
condi¢gbes (BERNUY; GONZALES, 2015).

Outra complicacdo do DMO-DRC ¢ a calcificacdo de tecidos moles, incluindo
a calcificacdo vascular, um possivel fator de risco para o0 surgimento de
complicacdes cardiovasculares (MOYSES; SCHIAVI, 2015). Com a calcificacéo
vascular, promocdo de vasoconstricdo e calcificacdo tubulo-intersticial, a
hipercalcemia pode levar a perda do enxerto (D’MARCO et al., 2015; BERNUY;
GONZALES, 2015).

Nos pacientes com DRC, o DMO-DRC se desenvolve em associacdo com
hiperparatireoidismo secundéario devido ao acumulo de fosforo no plasma e a
hipocalcemia, provocando um quadro de perda 6ssea e um aumento do risco de
fratura (FRAUSCHERet al., 2017). O hiperparatireoidismo também pode ser
secundario a deficiéncia de 1,25-dihidroxi-vitamina D [1,25(0OH),D], achado comum
entre pacientes em hemodialise (COZZOLINO, 2018).

Contudo, o metabolismo mineral e 6sseo, 0 DMO-DRC e seus desfechos sdo
mais comumente avaliados na DRC, sendo este controle realizado com menos
frequéncia no pés-transplante renal.

Sabe-se que entre os pacientes que realizaram o transplante, as alterac6es
mais comumente observadas sdo a hipofosfatemia e hipercalcemia: apdés o
transplante renal, o hiperparatireoidismo secundario pode permanecer (a hiperplasia
da paratireoide € um dos fatores) fazendo com que o excesso de paratorménio
liberado leve ao aumento da reabsorgéo de calcio e da excre¢édo de fosfato (WOLF
et al., 2016). Niveis elevados do fator de crescimento de fibroblasto 23 (FGF-23)
que, entre outras fungdes, diminui a producédo de 1,25(0OH).D, também induzem o
hiperparatireodismo e, consequentemente, hipofosfatemia pdés-transplante renal
(PRAKOBSUK et al., 2017). Em um estudo retrospectivo em que foi avaliada a

relacdo dos marcadores do DMO-DRC em pacientes em hemodialise, a
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hipercalcemia (10,9-11,9 mg/dL) e hipofosfatemia (<2,0 mg/dL) se associaram a um
risco aumentado de mortalidade por todas as causas e mortalidade cardiovascular
(ZHU et al.,, 2017). Assim, € pode-se presumir que tais anormalidades do
metabolismo mineral sejam prejudiciais também apds o transplante renal.

Considerando-se 0 exposto, a recomendacdo é que os pacientes com DMO-
DRC e mesmo os pacientes submetidos ao transplante renal sejam avaliados em
relacdo ao metabolismo mineral e 0sseo e as decisdes clinicas sejam tomadas a
partir da avaliacdo peridédica das concentracdes seéricas de calcio, fosforo e PTH
(KETTELER et al., 2018).

2.2.2 Vitamina D e Doenc¢a Renal Crbnica

Vitamina Dz ou colecalciferol é uma molécula organica produzida
endogenamente a partir do substrato 7-dehidrocolesterol via exposi¢cdo a radiacao
ultravioleta B (UVB) ou adquirida através da dieta a partir de diversos alimentos. No
organismo, a vitamina D atua como um hormdnio esterdide em diversas vias
metabdlicas, sendo especialmente reconhecida pelo seu papel sobre o metabolismo
do célcio e fésforo (PEREZ-HERNANDEZ et al., 2016).

A vitamina D3 possui varios metabdlitos, sendo 25-hidroxi-vitamina D
[25(OH)D] o mais abundante na circulacdo. No entanto, a forma biologicamente ativa
e que tem influéncia sobre o metabolismo mineral e 6sseo é a 1,25(0OH),D
(WACKER; HOLICK, 2013). A vitamina D exerce suas fun¢des através da ligacédo
aos receptores de vitamina D (VDR), que pertencem a superfamilia dos receptores
nucleares do tipo 1 e estdo presentes em mais de 36 tecidos, incluindo o renal
(MANUCHA; JUNCOS, 2016). Este tipo de receptor funciona como um fator de
transcricdo, modulando a expressdo de genes que respondem a vitamina D
(SOBEIH et al., 2016). A vitamina D também pode exercer suas funcdes a partir de
acdes “nao-gendmicas” modulando o balango de calcio intracelular e ativando vias
com participacdo de fosfato quinases e fosfatases no citoplasma (MORRIS, 2014).

Na epiderme, a radiacdo solar UVB (280-315 nm) €& absorvida pelo 7-
dehidrocolesterol, que sofre um rearranjo estrutural dando origem a pré-vitamina Ds.
A estrutura planar da pré-vitamina D3 € altamente instavel e é rapidamente
convertida em vitamina D3 (WACKER; HOLICK, 2013). A vitamina D3 é transportada

ate o figado ligada a proteina ligadora de vitamina D (DBP) onde sofre a
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carboxilacdo do C-25 originado a 25(OH)D pela acao, principalmente, da enzima 25-
hidroxilase (VELDURTHYet al.,, 2016). A 25(OH)D formada € transportada
novamente pela DBP até os tubulos contorcidos proximais nos rins e € convertida
em sua forma ativa, a 1,25(0OH),D, ao sofrer uma hidroxilagdo no C-1 pela acdo da
enzima la-hidroxilase(WACKER; HOLICK, 2013; VELDURTHY et al., 2016).

Apbs exercer suas funcgdes fisiologicas, a 1,25(0H),D é metabolizada nos rins
e o produto final, o &cido calcitréico, é excretado na urina (PEREZ-HERNANDEZ et
al., 2016) (Figural).

Figura 1 — Metabolismo da vitamina D
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hidroxilase;1a,24,25(0H),D3=1,24,25-trihidroxi-vitamina D; 24,25(0OH),Ds=acido calcitroico.

Os intervalos de referéncia para 25(0OH)D foram recentemente redefinidos
pela Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML) em
associacdo com Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM),
levando-se em consideracdo a idade e caracteristicas clinicas dos individuos.

Valores superiores a 20 ng/mL sdo desejaveis para a populacdo adulta saudavel.
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Para grupos de risco como idosos, gestantes, pacientes com
raquitismo/osteomalécia, osteoporose, hiperparatireoidismo e doenca renal cronica,
por exemplo, os valores recomendados estdo entre 30 e 60 ng/mL. Niveis superiores
a 100 ng/mL foram associados ao risco de toxicidade e hipercalcemia (SBPC/ML;
SBEM, 2017).

Deficiéncia de vitamina D é comumente encontrada em pacientes com DRC,
em todos os estagios, sendo a diminuicdo da filtracdo glomerular um dos
mecanismos envolvidos, pois limita o fornecimento de 25(OH)D para a enzima la-
hidroxilase no tubulo renal proximal e, assim, diminui a capacidade do rim em
produzir a 1,25(0OH),D (INDA FILHO; MELAMED, 2013). Niveis de vitamina D
inferiores aos valores considerados normais ja foram estabelecidos como preditores
independentes para morte e progressdo da doenca em pacientes com DRC
(MOLINA et al., 2016). De forma inversa, a reducéo do risco de incidéncia de doenca
renal em estdgio final se associa a altos niveis de vitamina D e baixos niveis
plasmaticos de DBP, pois, nesta condicdo, a vitamina D tem sua biodisponibilidade
aumentada (REBHOLZ et al., 2016).

A relacdo dos niveis de vitamina D com a funcao renal parece ocorrer de
forma direta, uma vez que a prevaléncia de deficiéncia e insuficiéncia de vitamina D
€ maior entre 0s pacientes nos estagios mais avancados da doenca (3-5) em
comparacdo aos estagios iniciais (URENA-TORRES et al., 2011; RAVANI et al.,
2009). Essa alta prevaléncia de deficiéncia de vitamina D persiste mesmo apos o
transplante renal pela influéncia de fatores como a terapia imunossupressora,
uremia persistente, reducdo da exposicdo ao sol e da ingestdo dessa vitamina na
dieta destes pacientes (FILIPOV et al., 2016). Em uma avaliacdo sequencial dos
niveis de vitamina D poés transplante renal, Lee e colaboradores observaram que os
niveis de vitamina D passaram a aumentar gradualmente somente 6 meses apés o
transplante e, transcorridos 12 meses, 40% dos pacientes analisados apresentavam
niveis de vitamina D inferiores a 10 ng/mL, ou seja, deficiéncia (LEE et al., 2016).
Em outro estudo, no qual se buscou avaliar as altera¢cdes no metabolismo 6sseo de
pacientes submetidos ao transplante renal no momento peri-transplante e 6 meses
apos, nao foram observados aumentos significativos nos niveis de 25(OH)D, sendo
gue aproximadamente 50% dos individuos avaliados ainda apresentavam deficiéncia
(25(0OH)D = 10 e < 20 ng/mL). No entanto, os niveis do metabdlito ativo 1,25(0OH).D
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mostraram-se  significativamente  aumentados no  pdés-transplante  renal
(SCHREIBER et al., 2018).

Algumas evidéncias tém indicado o potencial renoprotetor da vitamina D como
supressora do sistema renina-angiotensina (LI et al., 2002; YUAN et al., 2007).De
fato, receptores de enxerto renal podem se beneficiar da manutencao de niveis de
vitamina D igual ou superior ao considerado normal (> 20 ng/mL), uma vez que
maiores concentracfes de vitamina D se correlacionaram com menor proteindria
(LOMONTE, 2005). Consequentemente, o RFG de pacientes renais cronicos e

receptores de enxerto renal também é influenciado pelos niveis de vitamina D.

2.2.3 Hiperparatireoidismo Secundario na Doenca Renal Crbnica e POs-
Transplante Renal

Hiperparatireoidismo secundario é a uma condi¢do na qual os niveis de PTH
estdo aumentados e € uma complicacdo comum entre doentes renais cronicos e
transplantados renais, sendo, portanto, reconhecida como hiperparatireoidismo renal
(NOAH et al.,2016). Fisiologicamente, o PTH € liberado pela paratireoide em
resposta a baixos niveis plasmaticos de calcio e atua aumentando os niveis de
calcio por meio de diversos mecanismos. Nos 0ssos, o PTH atua sobre os
osteoblastos, 0s quais por sua vez, estimulam a liberacdo de fosforo e calcio pelos
osteoclastos em um processo de ostedlise. Quando ocorre ativacdo de receptores
renais, o PTH estimula a reabsorcao de calcio nos tubulos distais, inibe a reabsorcao
urinaria de fosforo no tabulo proximal e estimula a enzima la-hidroxilase a converter
a 25(0OH)D em sua forma ativa 1,25(0OH).D, a qual atua no intestino aumentando a
absorcao de célcio e fosforo (NOAH et al.,2016; ROSZKO, 2016)(Figura 2).
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Figura 2 — Homeostase do célcio e fésforo
e suaregulacéo pelo PTH
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Nos pacientes renais cronicos, o controle da homeostasia dos horménios
reguladores, como PTH, e de metabdlitos do metabolismo mineral e 6sseo, como
calcio, fésforo e vitamina D esta comprometido (TAWEESEDT, 2015).

Assim, nestes pacientes, 0 hiperparatireoidismo pode ocorrer como um
mecanismo compensatorio a hipocalcemia induzida por aumento dos niveis de
fosforo (hiperparatireoidismo secundario) ou pela producdo autbnoma de PTH pela
glandula paratiredide (hiperparatireoidismo terciario) decorrente da persisténcia do
hiperparatireoidismo secundario (NOAH et al., 2016). Nos pacientes com DRC, RFG
abaixo de 60 mL/min/1,73m? ja se correlaciona com altos niveis de PTH. O que
ocorre é que com a funcéo renal prejudicada, o fosforo jA ndo é adequadamente
excretado e, em excesso, se liga ao calcio formando fosfato acido de calcio
(CaHPO4.) A hipocalcemina resultante induz o aumento compensatério de PTH
(NOAH et al, 2016). Além disso, na DRC, a partir do estagio 3, ha o
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comprometimento da conversao de 25(OH)D em 1,25(0OH)2D mediada pela la-
hidroxilase, uma vez que a diminuicdo da funcdo renal diminui a atividade dessa
enzima, levando a reducdo da absorcédo intestinal de calcio e consequente
hiperparatireoidismo. Evidéncias também apontam para reducdo dos receptores de
vitamina D e resisténcia ao PTH em nivel tecidual em pacientes com DRC (KDIGO,
2009). Além destes fatores, a ma absorcdo intestinal de célcio, reducdo dos
receptores de vitamina D e receptores sensiveis ao calcio nas glandulas
paratireoidianas e alteracdes nas atividades de proteinas que se ligam ao mRNA
modulando a transcricdo do gene do PTH, observadas nos pacientes com DRC,
contribuem com o desenvolvimento do hiperparatireoidismo secundario (KUMAR,;
THOMPSON, 2011). Nos pacientes com DRC e DRC em estagio final, o
hiperparatireoidismo se correlaciona com aumento na incidéncia de fraturas e de
mortalidade (KUMAR; THOMPSON, 2011).

ApGs o transplante renal, a tendéncia é que os niveis de PTH diminuam logo
nos primeiros meses (TAWEESEDT, 2015). Em avaliacdo sequencial de pacientes
antes do transplante renal e 6 meses apods, Schreiber e colaboradores (2018)
observaram uma reducdo significativa das concentracbes médias de PTH [208.7
pg/mL versus (vs) 66.0 pg/mL, p<0,001. No entanto, a persisténcia do
hiperparatireoidismo é comumente observada, com cerca de 30-75% dos pacientes
exibindo altos niveis de PTH de trés a 12 meses apos o transplante (GOMES et al.,
2016; TAWEESEDT, 2015; WAZNA-JABLONSKA et al., 2016; PERRIN et al., 2013;
LOMONTE et al., 2005).

O hiperparatireoidismo pode estar presente mesmo em pacientes com
enxerto adequadamente funcionante e, entre os fatores de risco predisponentes
para a persisténcia, estdo os altos niveis de PTH antes do transplante, tempo de
dialise, tempo de diagnéstico da DRC, hiperplasia monoclonal das glandulas
paratireoidianas, que exibem menos receptores para calcio e vitamina D, funcdo do
enxerto renal num estado subétimo e deficiéncia nativa de vitamina D (GOMES et
al., 2016; TAWEESEDT, 2015; PERRIN et al., 2013).

O excesso de PTH liberado leva ao aumento da reabsorcdo de calcio e da
excrecdo de fosfato e como consequéncia, as alteracbes mais comumente
observadas entre pacientes que realizaram transplante renal sdo hipofosfatemia e a
hipercalcemia (GOMES et al., 2016; D’'MARCO et al., 2015). Niveis elevados do fator

de FGF-23 que, entre outras fun¢des, diminui a producéo de 1,25(0OH).D, podem ser
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encontrados nos primeiros trés a 12 meses pos transplante renal e também podem
induzir o hiperparatireodismo e, consequentemente, hipofosfatemia pds-transplante
renal em alguns pacientes (TAWEESEDT, 2015).

A persisténcia de hiperparatireoidismo secundario apés o transplante renal,
em sua forma mais grave, pode levar a algumas complicagcdes, como piora da
funcao renal residual causada por hipercalcemia, calcificacdo vascular e calcificacédo
tubulo-intersticial, doenca neuromuscular, perturbacdes, perda do enxerto e morte
(KDIGO, 2009; D’MARCO et al., 2015).

Diferentemente da DRC em estéagio final, em que ha recomendacdes sobre o
monitoramento de niveis de PTH dos pacientes, 0 manejo do hiperparatireoidismo
em pacientes transplantados é dificultado pela falta de guidelines sobre os niveis
otimos de PTH (PERRIN, 2013). Apesar desta limitacdo, somada ao fato que o PTH
reflete a atividade das glandulas paratiredides e nao do metabolismo ésseo, o nivel
sérico de PTH ainda é utilizado como um dos principais marcadores de remodelacao
0ssea (ABENSUR, 2011).Niveis de PTH abaixo de 100 pg/mL estdo associados a
doenca de baixa remodelacdo, enquanto niveis acima de 450 pg/mL sdo mais
frequentemente associados a estados de alta remodelagéo éssea. Valores dentro do
intervalo 100-450 pg/mL podem ser encontrados em ambas as patologias ou até
mesmo em individuos com taxa de formagéo 6ssea normal (ABENSUR, 2011).

Segundo atualizagdes de diretrizes propostas pelo KDIGO, em 2017, para o
diagnéstico, avaliacdo, prevencdo e tratamento do DMO-DRC, o diagndstico,
classificacdo e decisdes terapéuticas sobre osteodistrofia renal devem se basear
nas tendéncias de niveis séricos de PTH em dosagens seriadas, sendo
recomendada a bidpsia apenas quando as alteracfes nas concentracbes de PTH
forem inconsistentes (KETTELER et al., 2018). Isto exemplifica a importancia deste
hormdnio como biomarcador de monitoramento, com aplicacdes no pré e poés-

transplante renal.

2.3 EFEITO DO ESTROGENIO SOBRE OS RINS

A acdo do estrogénio no organismo se da pela ligacdo aos receptores alfa
(ERa) e beta (ERB). Ambos 0s receptores se encontram expressos em varios
tecidos do organismo humano, onde exercem suas fungbes reguladoras. A

distribuicdo dos receptores no organismo é variavel, bem como sua agéao. No utero,
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glandula maméria e sistema imune, por exemplo, o receptor alfa promove
proliferacdo enquanto o receptor beta possui funcdes pré-diferenciacdo e pro-
proliferacdo (MORANI; WARNER; GUSTAFSSON, 2008)

O receptor alfa de estrogénio encontra-se expresso com maior frequéncia no
trato genital feminino, mas também €& expresso no figado, coragdo, na maior parte
das células do sistema imune e também nos rins (SVENSON et al., 2014). No
epitélio renal, tanto no complexo glomerular quanto tubular, o receptor exerce
importante efeito modulador sobre o0s processos metabdlicos e funcionais
(GLUHOVSCHI et al., 2012).

Os estrogenos exercem papel importante na progressao de algumas doencas
renais crbnicas, exibindo um efeito protetor sobre os rins. Sob este aspecto, a
relacdo entre género e desenvolvimento de DRC ja foi estabelecida, sendo a
progressédo da doenca em homens mais acelerada e com maior gravidade do que
em mulheres (COGGINS et al., 1998; GLUHOVSCHI et al., 2012).

Foi demonstrado em modelos animais que o0s estrégenos enddgenos
possuem efeitos anti-apoptoticos e anti-fibréticos nos rins (STRINGER, et al.,
2005). Através da administracdo de estrogenos exbégenos em ratas
ovariectomizadas, Maric e colaboradores também evidenciaram o efeito renoprotetor
dos hormonios femininos por meio da atenuacdo de glomeruloesclerose e fibrose
tibulo intersticial (MARIC; SANDBERG; HINOJOSA-LABORDE,2004). Em
metanalise, na qual 68 diferentes estudos foram revisados, com mais de 11.000
pacientes, ao se comparar homens e mulheres portadores de doencas como rim
policistico, nefropatia por IgA, glomerulopatia membranosa e DRC com etiologia
desconhecida, foi evidenciado que a progressdo das doencas ocorre com uma taxa
menos acelerada nas mulheres (NEUGARTEN; ACHARYA; SILBIGER, 2000).

Estudos sugerem que as diferencas observadas entre homens e mulheres na
progressdo da DRC se devem a interacdes dos estroOgenos circulantes com
receptores renais especificos, como o0s relacionados aos sistemas renina-
angiotensina e oOxido-nitrico (BAIARDI et al., 2005). Ao analisar varios estudos,
Silbiger e Neugarten levantaram diferentes mecanismos pelos quais os hormonios
sexuais femininos estdo envolvidos na patogénese e progressdo da doenca renal,
como a inibicAo ou estimulagdo da sintese de varias citocinas, fatores de

crescimento e agentes vasoativos, efeitos sobre a proliferacdo de células
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mesangiais e sobre a hemodinamica glomerular e reducéo de sintese de coldgeno
mesangial (SILBIGER; NEUGARTEN, 2008).

2.4 RELACAO ENTRE ESTROGENIO, VITAMINA D, PARATORMONIO E
METABOLISMO MINERAL E OSSEO

O estrogénio tem um papel fundamental no processo de mineralizacdo e
formagéo Ossea, influenciando, consequentemente, o metabolismo mineral e os
niveis plasmaticos de célcio e fosforo. O hormdnio atenua a perda Ossea pela
estimulacdo de osteoblastos e inibicdo dos osteoclastos, exercendo, portanto, um
efeito 6sseo protetor (McROBB et al., 2017). De forma inversa, a deficiéncia de
estrogénio € o principal fator determinante da perda Ossea relacionada com o
avanco da idade, sendo bem estabelecido que 0s niveis extremamente baixos em
mulheres pos-menopausa se relacionam com fragilidade Ossea e osteoporose
(GAMBACCIANI; LEVANCINI, 2014)

Estudos em modelo animal demonstraram que o0 estrogénio promove o0
fornecimento de calcio necessario ao remodelamento 6sseo. Nos tubulos
contorcidos distais nos rins de ratas, houve estimulacdo dos receptores apicais de
calcio, levando a sua reabsorcdo (Van ABEL et al.,, 2002). Além disso, € bem
estabelecida a acdo do estrogénio sob 0 processo de absor¢cdo de célcio mediante
sua ligagdo aos ERa localizados no intestino (FLEET; SCHOCH, 2010). De modo
inverso, foi demonstrado em ratas ovariectomizadas tratadas com estrogénio, que o
horménio provoca uma subregulacdo dos receptores de fosfato inorganico (NaPi-II)
localizados nas células do tubulo proximal renal. Como consequéncia, verifica-se
perda urinaria deste ion com hipofosfatemia significativa (WEBSTER et al., 2015).
Finalmente, estudos clinicos demonstraram que maiores niveis de estrogénio
associaram-se com hipofosfatemia tanto em homens quanto em mulheres (MENG et
al., 2010; UEMURA et al., 2000).

O estrogénio atua sobre o PTH reduzindo seus niveis plasmaticos e inibindo a
reabsorcdo Ossea mediada por esse horménio. O mecanismo pelo qual essa
regulacdo ocorre ainda ndo esta indubitavelmente esclarecido. Foi sugerida a
atuacao indireta do estrogénio, secundaria a sua acédo sobre os niveis de calcio,

fosforo e do FGF-23, ndo tendo sido demonstrada a expressdo de ERa e ERB em
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células da paratireoide e, portanto, a acao direta do estrogénio (CARRILLO-LOPEZ
et al., 2009).

E sabido que niveis aumentados de fésforo induzem a sintese e secrecéo de
PTH. Através da subregulacdo do receptor NaPi-ll, o estrogénio provoca
hiperfosfataria com consequente reducdo dos niveis de PTH (WEBSTER et al.,
2016).

O efeito do estrogénio sobre o PTH mediado pelo FGF-23 resulta da
estimulacdo deste fator pelo estrogénio de maneira dependente da concentracao.
Os niveis aumentados de FGF-23, por sua vez, podem provocar a diminuicdo de
PTH devido 1) seu efeito sobre o cotransportador Na-Pi-ll nos tlbulos proximais,
provocando hipofosfatemia; 2) reducdo dos niveis de 1,25(0OH)2D ao inibir a
atividade da 1a-hidroxilase, responsavel pela sintese da forma ativa da vitamina D, e
ao aumentar da atividade da 24-hidroxilase, responsavel por seu catabolismo e 3)
atuacdo na via mitogénica, ao ativar a via das proteinas quinases nas células da
paratireoide, diminuindo a sintese e secrecdo de PTH (RODRIGUEZ-ORTIS;
RODRIGUEZ, 2015; CARRILLO-LOPEZ et al., 2009).

De forma contraria, o PTH também é capaz de influenciar o metabolismo do
estrogénio. Foi demonstrado em um experimento in vitro com células de rim de
macaco e células de linhagem pré-osteoblastica que o PTH interfere na atividade do
ERa por meio de um mecanismo dual: na presenca do ligante 17- estradiol, o PTH
induz a diminuicdo da atividade do receptor e, na auséncia do ligante, estimula
ativacao transcricional do ERa, aumentando sua atividade (MONIKA et.al, 2014).

O estrogénio também tem influéncia sobre o metabolismo da vitamina D.
Baixos niveis de vitamina D se correlacionam com baixos niveis de estrogénio,
devido a corregulacdo da sintese do horménio sexual pela 1,25(0OH),D, em parte por
sua ligacdo ao seu receptor nuclear (ZHAO et al.,, 2017). Os niveis séricos de
vitamina D na sua forma total e livre também podem sofrer alteracédo por influéncia
do estrogénio, devido ao efeito estimulador do hormonio sexual sobre a sintese
hepatica de DBP (MJLLERet al., 2013). Em estudo realizado por Pope
colaboradores (2015) em que foi avaliada a relacdo entre as concentracbes de
estrogénio e de DBP em mulheres pré e pos-menopausa, verificou-se uma
correlacdo positiva entre as concentragfes dos dois horménios, sendo o estrogénio,
portanto, um preditor dos niveis de DBP e de vitamina D e seus metabdlitos (POP et
al., 2015).
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Estudos em modelo animal evidenciaram uma subregulagcdo de VDR
intestinais, com subsequente reducdo na absor¢do de calcio, em ratas
ovariectomizadas. Em contrapartida, a terapia estrogénica preveniu a diminuicdo do
namero de VDR e aumentou a expressdo desse receptor, modulando a acédo da
vitamina D no intestino (LIEL et al., 1999). Estudo in vitro com condrdcitos de ratos
machos e fémeas observou que a 1,25(0OH),D regulou a producao de 17-B estradiol
nessas células de uma maneira género dependente, sendo essa producdo maior
nas células provenientes das fémeas. Concentracdes baixas de 1,25(OH).D nas
células dos machos ndo produziram efeitos sobre a producédo de 17-B estradiol,
enquanto que nas fémeas, observou-se estimulacdo da producdo do horménio
mesmo em baixas concentracbes de 1,25(0OH).D, verificando-se ainda um efeito
dose-dependente (SYLVIA et al., 2002).

A relacdo entre os niveis de estrogénio e vitamina D pode ainda ser
evidenciada pelo efeito regulador da 1,25(0OH),D sobre a P450 aromatase, a qual
medeia a conversdo de androgénios em estrogénios nos tecidos periféricos
(TAKAYANAGI et al., 2002).

2.5 RECEPTOR ALFA DE ESTROGENIO E SEUS POLIMORFISMOS

O ERa pertence a uma familia de receptores nucleares, sendo
especificamente um fator de transcricdo. E formado por 595 aminoacidos e tem um
peso molecular de aproximadamente 66 kD. Em sua estrutura, expressa seis
dominios funcionais (A-F) (Figura 3), sendo dois deles evolutivamente conservados
nas sequéncias primarias dos membros da superfamilia de receptores hormonais
nucleares: dominio de ligacdo ao &cido desoxirribonucleico (DNA) (dominio C) e
dominio de ligacdo dependente de ligante (dominio E/F), o qual promove a
dimerizacdo e transativacdo do receptor mediada pelo dominio AF-2. O dominio D,
frequentemente chamado de “regidao da dobradica”, contém o sinal de localizagcao
nuclear e acredita-se que ele confira flexibilidade a estrutura tridimensional entre os
dominios E e C. Na extremidade N terminal do receptor encontra-se o dominio A/B,
o qual contém o dominio com fungéo de ativacéo | (AF-1), responsavel pela ativacao
transitéria do promotor independente da presenca do ligando(MORANI; WARNER,;
GUSTAFSSON, 2008; GOLDSTEIN e SITES, 2002).
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Figura 3 — Estrutura, dominios funcionais e polimorfismos descritos para o

gene ESR1
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Fonte: Adaptado de Gennari et al., 2015. Os polimorfismos intrénicos — Era-351 Xbal A/G e ERa-
397 Pvull estdo destacados. ESR1 = Estrogen receptor 1 (receptor de estrogénio 1); T= timina,
C=citosina, G=guanina e A= adenina; TAF= transcriptional activating function.

O gene ESR1, que codifica o receptor alfa de estrogénio, esta localizado no
braco longo do cromossomo 6 (6g24.1) e contém 8 éxons (HERRINGTON et al.,
2002; BOJAR et al., 2015) (Figura 3). Varios polimorfismos genéticos ja foram
descritos para o0 gene ESR1, sendo em sua maioria, e clinicamente mais
significativos, os single nucleotide polymorphism (SNPs), ou polimorfismos de
nucleotideo unico. Conceitualmente, polimorfismos genéticos sao definidos como a
ocorréncia de multiplos alelos em um locus, onde pelo menos dois alelos ocorrem
com uma freqiiéncia maior que 1% na populacdo (FORRESTER et al., 2016). Entre
0s SNPs do gene ESR1, destacam-se os polimorfismos identificados pelo uso das
enzimas de restricdo para regides especificas Pvull, que reconhece a substituicao
C>T localizada no intron 1 e corresponde ao polimorfismo rs2234693 (-397 C/T), e a

enzima Xbal, especifica para a substituicdo A>G, correspondendo ao polimorfismo
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rs9340799 (-351A/G), localizado a aproximadamente 50 pb do sitio Pvull
(TANAKA et al., 2003).

O receptor exerce sua ac¢ao via mecanismos classicos, como ativacdo por um
ligante, translocacdo nuclear e ligacdo a elementos responsivos ao estrogénio em
regides promotoras do gene ou recrutando co-reguladores adicionais ao processo
transcricional, pela ligacdo a outros fatores de transcricdo e ativadores de proteina
(Figura 4). Pode atuar também através de mecanismos nao classicos, como a
ligacdo do receptor em membrana e participacdo de receptores citoplasmaticos em
vias de sinalizacao intracelular (SVENSON et al., 2014).

Figura 4 — Mecanismo molecular do receptor nuclear
de estrogénio

GGTCANnN1

Fonte: Adaptado de Brunton, Chabner e Knowllmann, 2012,
p.1172. A. O receptor de estrogénio (ER) sem ligante existe como
um mondmero no interior do nicleo. B. A ligacdo do agonista
provoca a dimerizacdo do receptor e a interacdo com as
sequéncias especificas do elemento de resposta dos estrogénios
(ERE) no DNA. O complexo ER-DNA recruta co-ativadores como
SWI/SNF e o coativador-1 do receptor de esteroide (SRC-1), que
modificam a estrutura da cromatina. Essa remodelagem facilita a
ligacdo de outros coativadores (p.ex., p300 e o complexo TRAP)
ao promotor do gene alvo, culminando com o recrutamento de
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proteinas do aparelho geral de transcricdo (GTA) e sintese
subsequente de mRNA.

2.6 POLIMORFISMOS DO GENE ESR1 NA AVALIACAO DO METABOLISMO
MINERAL E OSSEO

Os estrogénios exercem um efeito benéfico sobre os ossos. O ERa parece
ser o principal receptor a mediar esse efeito, por meio da regulacdo do turnover
0sseo, manutencdo da massa Ossea, maturacdo e fechamentos das epifeses
durante o crescimento longitudinal, inibicdo da perda Ossea entre outros efeitos
(GENNARI et al., 2005).

O componente genético tem influéncia significativa sobre a densidade mineral
0ssea (DMO), a qual est4 associada a doengas como a osteoporose e osteoartrite,
ambas fortemente relacionadas com o risco de fraturas (CHRISTIAN et al., 1989;
KOLLER et al., 2013). Neste contexto, os polimorfismos Pvull e Xbal do gene ESR1
tém sido avaliados a fim de se estabelecer possiveis associacdes com tais
condi¢des. No entanto, essas avaliagdes tém demonstrado resultados conflitantes e
0S mecanismos moleculares de como estes polimorfismos influenciam a expressao e
atividade do receptor ainda nao foram totalmente estabelecidos, sendo os
polimorfismos Pvull e Xbal associados tanto ao aumento quanto a diminuicdo do
risco de desenvolvimento de doencas (GENNARI et al., 2002).

Em metanalise envolvendo mais de cinco mil individuos, loannidis e
colaboradores (2002) evidenciaram o papel protetor do genétipo GG do polimorfismo
Xbal A>G para a DMO, com menor risco de fratura (IOANNIDIS et al.,2002). Em
meta-analise que avaliou o risco de osteoartite relacionada aos polimorfismos do
gene ESR1, o alelo G do polimorfismo Xbal 351 A>G também exibiu um efeito
protetor (MA et al., 2015). Kim et al. (2011) também observaram uma associacao
positiva entre este alelo e maior DMO femoral (KIM et al. 2001).

Em contrapartida, outro estudo envolvendo oito centros Europeus e mais de
1.800 individuos, verificou-se reducdo de 19% no risco de ocorréncia de qualquer
fratura e reducéo de 35% no risco de fratura vertebral, de forma independente com a
DMO, em individuos com auséncia do sitio de restricdo reconhecido pela enzima
Xbal, ou seja, com gendtipo AA. Apesar dos mecanismos envolvidos ndo terem sido

elucidados, as possibilidades incluem os efeitos sobre a qualidade 0ssea, geometria
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0ssea, remodelamento 6sseo ou outros fatores de risco de fratura, como diminuigdo
da cognicéo ou da forca muscular (IOANNIDIS et al., 2004).

Existem ainda estudos em que a influéncia dos polimorsfismos Pvull e Xbal
sobre a DMO néo foi verificada, indicando que este € um assunto controverso, em
que as conclusbes divergentes parecem depender das caracteristicas e
peculiaridades de cada populacdo estudada (ZHANG et.al, 2003; RAPURI et al.,
2006).

Em relacdo as concentracdes plasmaticas de marcadores do metabolismo
mineral e 6sseo, também ndo ha uma definicdo sobre a influéncia dos polimorfismos
do gene ESR1. Em estudo que buscou avaliar a influéncia dos polimorfismos Pvull e
Xbal sobre um estado de restricdo energética, Chang e colaboradores (2015) néo
observaram qualquer efeitos dos haplétipos e genoétipos de ambos polimorfismos
sobre as variacdes no perfil de absorcao de célcio (CHANG et al., 2015). Também
nao foi verificada associacédo dos polimorfismos Pvull com concentracfes basais de
PTH e vitamina D, bem como com a densidade mineral déssea, em estudo
longitudinal realizado com mulheres pds-menopausa em terapia de reposicao
hormonal (RAPURI et al., 2006). Em contrapartida, outros estudos demonstraram a
influéncia dos polimorfismos do gene ESR1 sobre estes marcadores, tendo sido as
altas concentracbes de PTH associadas ao haplétipo CG, as de magnésio ao
gendtipo TT do polimorfismo Pvull e melhores repostas a suplementagdo com calcio
ao gendtipo CC (SAPIR-KOREN et al., 2003; SHUE et al., 2009; YANG et al., 2009)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar biomarcadores do metabolismo mineral e 6sseo em pacientes
submetidos ao transplante renal e associa-los aos polimorfismos Pvull e Xbal do
gene ESR1.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
Nos transplantados renais:

- Avaliar os niveis séricos de célcio, fésforo, PTH e plasmatico de 25(OH)D;

- Avaliar as frequéncias alélicas e genotipicas para os polimorfismos Pvull e Xbal do
gene ESR1;

- Relacionar os polimorfismos do gene ESR1 com o0s niveis séricos de calcio,
fosforo, PTH e plasmatico de 25(OH)D;

- Avaliar a relacdo entre os biomarcadores do metabolismo mineral e 6sseo, 0s

polimorfismos genéticos e a fungdo renal desses pacientes.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Critérios de inclusao
Receptores de transplante
renal com funcao do enxerto
estavel;

Idade superior a 18 anos,
ambos o0s sexos, doadores
vivos ou falecidos.

Critérios de exclusao
Idade inferior a 18 anos e/ou
pacientes pediatricos;
Intervencdes cirurgicas ou
fraturas recentes

Soro (4,5 mL)

Elaboragédo do
projeto de
pesquisa

Submissao e aprovacao do

comité de ética

CAAE 48443715.3.0000.5149

e .

Selecéo de pacientes
(n=164)

Ambulatorio Bias
Fortes HC/UFMG
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™

Coleta de Andlise de prontuarios:
amostra dados demograficos,
biolégica antropométricos e outras

Plasma em EDTA

informacoes clinicas

Sangue total em EDTA

Cécio, fésforo, Determinacao de (4,5 ml)
colesterol total, Analise dos
triglicérides (CLAE) polimorfismos
(espectrofotometria) (PCR-RFLP)
o PT_H ) Categorizacdo
(quimioluminescéncia) da populagéo
Creatina sérica eRFG Tempo poés-Tx Nivel de Nivel de 25(0H)D
(mg/dL) (mL/min/1,73m?) (meses) PTH e ngml)
C1: <1,4 (n=84) R1:2 91 (n=26); T1: 1-24 (n=18); (pg/mL) <20 (n=64)
C2: 21,4 (n=80) R2: 61-90,9 (n=51); T2: 25-60 (n=26); <100 (n=98) >20 (n=82)
R3: 31-60,9 (n=54); T3: 61-120 (n=52) 2100 (n=57) /=
R4: < 30,9 (n=24). T4: >120 (n=59)
Analise Estatistica
e GraphPad PRISM
e Teste de normalidade por Shapiro-Wilk;
e Dados normais: teste “t” de Student
e Dados nao paramétricos: Mann-Withney;
e Comparacao entre trés grupos ou mais: ANOVA

ou Kruskal-Wallis;

Variaveis categoricas: Teste de qui-quadrado de
Pearson assintotico (x%) ou Teste exato de Fisher
Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg
(genepop)

p<0,05: significativo, 1C=95%
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4.2 CASUISTICA

Foram avaliados 165 voluntarios (101 homens e 64 mulheres), receptores de
transplante renal, em controle pds-transplante no Ambulatério de Transplantes da
Unidade Bias Fortes, do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (HC/UFMG), Belo Horizonte, Minas Gerais. Os voluntarios foram
selecionados entre agosto de 2015 e outubro de 2016 durante a realizacdo dos
exames de rotina para controle ambulatorial. Foram obtidas amostras de sangue
venoso de cada paciente em uma Unica ocasido. Dados demogréficos,
antropomeétricos e outras informacgfes clinicas relevantes foram obtidos apoés
consulta aos prontuarios arquivados no Servico de Arquivo Médico e
Estatistica (SAME) do HC/UFMG. Os dados laboratoriais foram obtidos a partir dos
prontudrios, do sistema de interface de resultados do Laboratorio de Patologia
Clinica do HC/UFMG e das analises realizadas no Laboratério de Bioquimica Clinica
do Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de Farmacia da
UFMG.

Os receptores do transplante renal foram estratificados em dois grupos de

acordo com os niveis de creatinina conforme os seguintes valores de corte:

C1: Creatinina inferior ou igual a 1,4 mg/dL (n= 84);
C2: Creatinina superior a 1,4 mg/dL (n= 80).

Os pacientes também foram categorizados com base no ritmo de filtracdo
glomerular estimado (eRFG), calculado pela férmula CKD-EPI (Chronic Kidney

Disease Epidemiology Collaboration equation) (LEVEY et al., 2009):

eRFG = 141 x min(Sc/ K, 1)* x max(Se/k, 1)+ x 0,993 x 1,018 [se mulher] x
1,159 [se negro]

Onde:

S = concentracdo sérica de creatinina (mg/dL)
k= 0,7 para mulheres e 0,9 para homens

a= -0,329 para mulheres e -0,411 para homens


https://www.niddk.nih.gov/health-information/communication-programs/nkdep/laboratory-evaluation/glomerular-filtration-rate/estimating#the-ckd-epi-equation
https://www.niddk.nih.gov/health-information/communication-programs/nkdep/laboratory-evaluation/glomerular-filtration-rate/estimating#the-ckd-epi-equation
https://www.niddk.nih.gov/health-information/communication-programs/nkdep/laboratory-evaluation/glomerular-filtration-rate/estimating#the-ckd-epi-equation
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min= indica o0 minimo de S/k ou 1
max= indica 0 méximo de S/k ou 1
Idade = anos

As categorias de eRFG foram definidas de acordo com as faixas de valores
adotados para estadiamento da DRC propostas pela KDIGO, com a ressalva de que
0s estagios G4 e G5 foram reunidos em um Unico grupo (R4):

e R1: eRFG= 91mL/min/1,73m? (n=26);
e R2: eRFG entre 61e 90,9 mL/min/1,73m? (n=51);
e R3: eRFG entre 31 e 60,9 mL/min/1,73m? (n=54);

e R4:eRFG < 30,9 mL/min/1,73m? (n=24).

A Ultima estratificacdo dos receptores de transplante renal ocorreu de acordo

com o tempo pés-transplante, em quatro grupos:

e T1:1 a 24 meses (n=18);

e T2:25a60 meses (n=26);
e T3:61a120 meses (n=52);
e T4: acima de 120 meses pos-transplante (n=59).

As avaliacdes das concentracdes de calcio, fésforo, PTH e 25(0OH)D foram
realizadas em funcdo dos niveis de creatinina sérica, eRFG e tempo poés-
transplante.

A partir da analise dos polimorfismos do gene ESR1, as frequéncias alélicas e
genotipicas para ambos os polimorfismos foram determinadas e avaliadas de acordo
com estratificagdo em fungédo dos niveis de PTH (<100pg/mL; n=98 e >100 pg/mL;
n=57) e 25(0OH)D (<20ng/mL; n=64 e >20ng/mL; n=82). As concentracdes de célcio,
fosforo, PTH e 25(OH)D foram comparadas em funcdo dos gendtipos dos

polimorfismos Xbal e Pvull.
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4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Os critérios de inclusdo para os pacientes transplantados renais adotados
durante a captacao dos voluntarios para a pesquisa foram: idade superior a 18 anos,
ambos 0s sexos, enxerto proveniente de doadores vivos ou falecidos, pacientes com
funcao renal estavel estabelecida clinicamente (enxerto funcionante) pela equipe de
nefrologia colaboradora deste estudo e por meio de consulta aos dados clinicos e
laboratoriais disponiveis nos prontuarios.

Os critérios de exclusdo foram: idade inferior a 18 anos e/ou pacientes
pediatricos, pacientes que haviam realizado cirurgia recente e/ou que haviam sofrido

fraturas recentes considerando-se o momento da abordagem.

4.4 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo compde o projeto “Avaliagdo de Marcadores Genéticos,
Inflamatérios e Hemostaticos no Transplante Renal”, CAAE 48443715.3.0000.5149,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa - COEP, da UFMG (ANEXO A).

Todos os voluntarios foram esclarecidos no momento da abordagem quanto
aos aspectos envolvidos na sua participacdo na pesquisa e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO B).

Foi formulada uma ficha clinica preenchida com informacdes obtidas dos

prontuarios dos pacientes para a producéo de banco de dados geral (ANEXO C)

4.5 AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foram coletados 9 mL de sangue venoso a vacuo, sendo 4,5 mL em tubos
contendo anticoagulante K3 - acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1,8 mg/mL
(VACUETTE®) e 4,5 mL em tubos sem anticoagulante e sem gel (VACUETTE®). As
amostras coletadas em EDTA foram utlizadas para extragdo de DNA
gendmico.Amostras de plasma também foram obtidas a partir do sangue coletado
neste anticoagulante, apds centrifugacdo a 4°C, 2.500 rpm, por 20 minutos (Jouan®
modelo BR4i), e empregadas na determinacéao das concentracdes de 25(OH)D.

As aliquotas de soro para as dosagens bioquimicas foram obtidas a partir de
sangue venoso coletado em tubos sem anticoagulante, centrifugado a 3.500 rpm por

10 minutos. As amostras foram coletadas no Ambulatério de Transplantes da
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Unidade Bias Fortes do HC/UFMG, ap0s jejum minimo de 8 horas, e mantidas em
caixa térmica com gelo até processamento.

A centrifugacdo das amostras e separacdo em aliquotas de 500 pL em
microtubos de polipropileno foi realizada no prazo de até 3 horas apds a coleta, no
laboratério de Nefrologia Pediatrica da Faculdade de Medicina da UFMG. As
aliquotas foram organizadas em caixas de fibra de papelédo para amostras bioldgicas
e mantidas a -20°C até serem transferidas,em caixa de isopor com gelo seco, para a
Faculdade de Farméacia da UFMG. As aliquotas de sangue total foram armazenadas
a -20°C em freezer vertical (Eletrolux® modelo FE26) e as aliquotas de soro a -80°C

em freezer vertical (Jouan® modelo VX380) até o momento de uso.

4.6 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES SERICAS DE CALCIO TOTAL

As concentracfes séricas de célcio total (mg/dL) (n= 121) foram obtidas, em
sua totalidade, a partir de consulta ao sistema informatizado de interfaceamento de

resultados do Laboratoério de Patologia Clinica do HC/UFMG.

4.7 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES SERICAS DE FOSFORO

As concentracfes séricas de fésforo (mg/dL) foram obtidas a partir de
consulta ao sistema informatizado de interfaceamento de resultados do Laboratorio
de Patologia Clinica do HC/UFMG (n= 82) (andlises realizadas com amostras
coletadas na mesma ocasido da abordagem para participacdo na pesquisa) ou
determinadas experimentalmente pela pesquisadora (n= 75). Os resultados obtidos
a partir dos dois meios foram considerados em conjunto para analise final, ap6s
andlise estatistica que indicou nao haver diferengas significativas entre eles.

Considerando-se a segunda alternativa, utilizou-se o conjunto diagndstico
BioTécinca® FOSFORO UV, cujo principio analitico é o ensaio colorimétrico de
ponto final — fosfomolibdato. Neste método, o fosfato inorganico presente na amostra
reage com o molibdato de amonio, em meio &cido, formando o complexo
fosfomolibdato, cuja absorbancia, mediada em comprimento de onda igual a 340 nm,
é proporcional & concentracao de fosforo inorgéanico.

Os ensaios foram realizados seguindo-se rigorosamente as instrugbes do

fabricante e as absorbancias foram determinadas no analisador bioquimico Cobas
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Mira Plus CC®(Roche Diagnostics, Suica), no Laboratério de Patologia Clinica do
Departamento de Clinicas e Cirurgias Veterinarias da Escola de Veterinaria da
UFMG. Para validacdo dos ensaios, empregaram-se amostras controle em dois
niveis, consistindo em valores normais e patoldgicos (Biocontrol N e Biocontrol P,
Bioclin/Quibasa®, Brasil, respectivamente). O intervalo de referéncia para as
concentracbes de fosforo inorganico em adultos, com emprego da referida

metodologia, € 2,5 a 4,5 mg/dL.

4.8 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES SERICAS DE PARATORMONIO

Para a determinacdo dos niveis séricos de PTH intacto (n=155) nos
receptores de transplante renal, empregou-se o método de imunoensaio de
microparticulas quimioluminescentes (ARCHITECT®, Abbott, Alemanha). O teste
consiste em um imunoensaio do tipo sanduiche, no qual o PTH intacto presente na
amostra liga-se as microparticulas paramagnéticas revestidas com anticorpo anti-
PTH (anticorpo de bode, policlonal). Apds lavagem do imunocomplexo, um anticorpo
conjugado anti-PTH marcado com acridina é adicionado para criar a mistura de
reacao. Apoés incubacéo e segunda etapa de lavagem, a adicdo de solucdo contendo
perdxido de hidrogénio provoca a oxidacdo da acridina, em meio alcalino, numa
reacdo quimioluminescente, cujo sinal € medido em unidades de luz relativa (RLUS).
A quantidade de RLUs detectadas pelo sistema Opitco do equipamento
(ARCHITECT® i1000 SR, Abbott, Alemanha), mantém uma relacdo direta com a
concentracdo de PTH intacto, em pg/mL, presente na amostra. Foram empregadas
solugdes calibradoras (A-F, 8K25-01 ARCHITECT Intact PTH Calibrators) e controle
(niveis baixo, médio e alto, 8K25-10 ARCHITECT Intact PTH Controls) para
validacdo dos ensaios. A faixa de referéncia de normalidade para este teste € 10 a
69 pg/mL, estabelecido pelo Laboratério de Patologia Clinica do HC/UFMG, onde as

analises foram realizadas.

4.9 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE 25-HIDROXI-
VITAMINA D

A determinacdo de 25(OH)D foi realizada através de cromatografia liquida de

alta eficiéncia (CLAE) com detector ultravioleta (UV), cujo principio analitico consiste
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na separacdo do analito da amostra em funcdo do seu tempo de eluigéo,
dependente da diferenca de particdo do mesmo entre uma fase estacionaria (sélido
inerte finamente dividido) e uma fase movel (liquida), sob alta pressao.

Primeiramente, as amostras foram submetidas ao processo de extracao
liquido-liquido para obtencdo da vitamina D presente no plasma, em meio alcalino,
apos procedimento de saponificacdo. A fase organica (heptano), que continha a
vitamina D, foi levada a extrato apds secagem sob fluxo de ar comprimido e
aguecimento e o extrato obtido foi, posteriormente, retomado com fase movel
(metanol P.A. 85%) e submetido a andlise por CLAE-UV.

As andlises foram realizadas utilizando-se o cromatégrafo de alta eficiéncia
(HPLC Thermo com detector UV) do Laboratorio de Toxicologia do Departamento de
Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da UFMG. Aliquotas de 50 uL de
extrato contendo metabdlitos da vitamina D foram injetados em coluna
cromatografica preenchida por silica de elevada pureza (coluna Purospher® STAR
RP-18 endcapped, (5um), LiChroCART® 150 mm x 4,6 mm, de fase reversa, Merck
Millipore, EUA) e a fase mdvel foi composta de metanol-agua 85% v/v (MeOH85) e
etanol P.A. Adotou-se o processo de eluicdo em grandiente de fase movel conforme
Tabela 3.

Tabela 3 - Condicéo de eluicdo em gradiente para a quantificacdo dos
metabolitos da vitamina D por CLAE

Tempo MeOH85 Etanol Fluxo
(min) (%) (%) (mL/min)
0 95 5 1
12 95 5 1
15 60 40 1
25 60 40 1
30 95 1
35 95 1

CLAE= Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Em cada corrida analitica foi empregada solucdo padrdo de la- hidroxi-
vitamina D (200 ng/mL) como padréo interno a fim de se certificar da eficiéncia do
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processo de separacdo, além de solucdo padrdo de 25-hidroxi-vitamina D (10
pg/mL) para identificagdo do pico correspondente a fragdo de interesse contida na
amostra.

A deteccédo do sinal correspondente ao analito foi realizada com detector UV,
em comprimento de onda igual a 256 nm. A concentracdo de 25(OH)D (ng/mL) foi
determinada, a partir do cromatograma gerado, em fungéo da &rea sob a curva apos
correcdo para vitamina D. Para tanto, as areas obtidas foram inseridas em equacao
da reta, determinada a partir de curva de calibracdo validada e em uso no

Laboratorio de Toxicologia.

4.10 DETERMINACAO DO PERFIL LIPIDICO

Valores de concentragdo, em mg/dL, para colesterol total (n=146) e
triglicérides (n=143) foram determinados por ensaio enzimatico-colorimétrico de
ponto final.

Para a determinacdo de colesterol, utilizou-se o conjunto de reagentes
Bioclin® COLESTEROL MONOREAGENTE (Bioclin/Quibasa®, Brasil), no qual a o
peréxido de hidrogénio (H20,), o fenol e a 4-aminoantipirina formados a partir da
degradacdo dos ésteres de colesterol, na presenca de peroxidase, originam
composto de cor cereja. A intensidade de cor do cromogeno gerado, determinada
em505 nm, é proporcional & concentracdo de colesterol na amostra. Para adultos, o
valor desejavel para esse parametro € <200 mg/dL e valores 2240 mg/mL s&o
considerados elevados.

As concentracfes de triglicérides foram obtidas com a utilizacdo do conjunto
de reagentes Bioclin® TRIGLICERIDES MONOREAGENTE (Bioclin/Quibasa®,
Brasil), cujo principio analitico é a conversdo do H,0,, do p-clorofenol e da 4-
aminoantipirina, na presenca de peroxidase, em composto colorido. A absorbancia
do composto, determinada em 505 nm, € proporcional a concentracdo de
triglicérides na amostra. O valor de triglicérides desejavel, apos jejum, para adultos
com idade >20 anos, € inferior a 150 mg/dL. Para ambos os ensaios, utilizaram-se
amostras controle com concentracfes normais e patolégicas dos analitos (Biocontrol
N e Biocontrol P, Bioclin/Quibasa®, Brasil, respectivamente). As andlises foram

realizadas em espectrofotdmetro Biotron®, modelo BTR-811 (Brasil), no Laboratdrio
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de Bioquimica Clinica do Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de
Farméacia da UFMG.

Os valores para fracdo LDL do colesterol (LDL-c)(n=104) e fracdo HDL do
colesterol (HDL-c) (n=101)foram obtidos dos prontuarios.

Os resultados de perfil lipidico foram utilizados para caracterizacdo dos

voluntarios em funcéo do sexo.

4.11 ANALISI; MOLECULAR DOS POLIMORFISMOS DO GENE DO RECEPTOR
DE ESTROGENIO 1 (ESR1)

Aliquotas de 500 pL de sangue total foram submetidas a extracdo deDNA
gendmico utilizando-se o conjunto de reagentes Biopur Mini Spin®, (Biometrix,
Brasil), segundo instrugdes do fabricante.

As genotipagens dos SNP’s do gene ESR1 foram realizadas através da
técnica de Reacdo em cadeia da polimerase — polimorfismo de comprimento de
fragmento de restricdo (PCR-RFLP). Foram utilizadas as enzimas de restricdo Pvull
C/T e Xbal A/IG (Thermo Scientific®), que reconhecem a substituicdo de uma
citosina por uma timina no cédon 397 e de uma adenina por guanina no cédon 351,
respectivamente, e clivam o fragmento de DNA inicial gerando fragmentos
polimérficos em tamanho.

Para obtencdo do fragmento inicial de 255 pb correspondente ao gene ESR1
pela reacdo de PCR, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores (IDT®)
5CAGGGTTATGTGGCAATGAC3 (6ligo senso) e 5
TACCTATAAAAATGACAAAATGAAAT 3 (dligo antisenso). As reagdes de
amplificagéo foram realizadas em volume final de 30 pL contendo 3,0 pL de DNA (35
ng/L), 3,0uL desoxinucleotideos trifosfato (400mM/mL)(Fermentas®), 3uL de
Tampao 10X (Phoneutria®), 2,5 uL de oligonucleotideos senso e antisenso (10uM),
0,9 yL de MgCl, (50 mM), 0,3 uL de Taq polimerase (5U/uL) (Phoneutria®) e agua
ultra pura para completar o volume de reacdo. As reacdes foram realizadas em
termociclador (Applied Biosystems® modelo 2720, EUA)e consistiram em etapa
inicial de desnaturacdo a 94°C por 4 min, seguida de 40 ciclos de amplificagcdao a
60°C por 30 segundos (anelamento), 72°C por 30 segundos (extensdo) e 94°C for
30 segundos (desnaturacdo) e, entdo, etapa final a 72°C por 10 minutos. O
amplificado obtido foi entdo submetido a acdo das enzimas de restricdo Xbal e
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Pvull, separadamente, em reac¢do contendo 10uL do produto de PCR, 2,0 uL de
tampéo de reacdo 10X (Invitrogen®), 1,0 yL de enzima Xbal ou Pvull (10 U/uL)
(Thermo Scientific®) e agua ultra pura g.s.p., incubada a 37°C overnight em banho
seco.

A detecc¢do dos fragmentos obtidos apds o processo de digestao foi realizada
por eletroforese em gel de poliacrilamida 6%. Para o SNP -351 A/G foram
observados fragmentos de 255 pb, os quais ndo sofreram acdo da enzima Xbal,
correspondentes aos individuos carreadores do alelo A em homozigose; fragmentos
de 113 pb e 142 pb, resultantes da clivagem do fragmento inicial devido a presenca
do alelo G em homozigose; e fragmentos de 113 pb, 142 pb e 255 pb
correspondentes aos individuos com genotipo AG (Figura 5A). Para o SNP -397 C/T
observaram-se fragmentos de 255 pb para o gendétipo CC; fragmentos de 98 pb e
158 pb para o alelo mutante T em homozigose e fragmentos de 98 pb, 158 pb e 255
pb correspondentes aos individuos heterozigotos TC (Figura 5B).

Figura 5 — Perfil de bandas para os polimorfismos Xbal e Pvull em eletroforese
em gel de poliacrilamida

A Xbal B Pvull
300pb
255pb 255pb
200p
158pb
142pb
113pb
P 100pb 98pb

4.12 ANALISES ESTATISTICAS

A normalidade dos dados foi testada utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk. No
caso de distribuicdo normal, os dados foram apresentados como média e desvio
padrao e analisados pelo teste “t” de Student (comparacdo de dois grupos) ou por
ANOVA (comparacédo de trés ou mais grupos). As variaveis que nao apresentaram
distribuicdo normal foram apresentadas como mediana e intervalo interquartil e
analisados por meio dos testes de Mann Whitney (comparacdo de dois grupos) ou

por Kruskal Wallis (comparagédo de trés ou mais grupos). As variaveis categoricas
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foram comparadas pelo teste de qui-quadrado de Pearson assintético (x?) ou teste
exato de Fisher. As andlises foram realizadas empregando-se o software GraphPad
PRISM (verséo 6.05). p <0,05 foi considerado significativo.

Foi verificado se a populagédo estava  sob o equilibrio de Hardy -Weinberg,

utilizando-se o programa genepop (http://genepop.curtin.edu.au/genepop_opl.html).

5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DEMOGRAFICA E CLINICA DOS TRANSPLANTADOS
RENAIS

A coorte avaliada neste estudo compreendeu 164 voluntarios receptores de
transplante renal, sendo 100 pacientes do sexo masculino (60,9%) e 64 do sexo
feminino (39,1%), com mediana de idade igual a 45 anos (34-56) e de tempo poés-
transplante igual a 98 meses (8 anos e 2 meses). As principais caracteristicas
clinicas, demograficas e parametros bioquimicos avaliados estdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4 - Caracteristicas clinicas e demograficas e parametros bioquimicos de
transplantados renais assistidos no HC-UFMG, entre 2015 e 2016,
apresentados de acordo com 0 sexo

Parametros Masculino Feminino p Total
(n=100) (n= 64) (n=164)
Idade (anos) 46 (38-58) 41 (31-54) 0,027* 45 (34-56)
Creatinina (mg/dL) 1,5(1,2-1,9) 1,2 (0,9-1,7) <0,001* 1,4(1,1-1,9)
Ureia (mg/dL) 50 (37-66) 42 (33-64) 0,206 47 (36,3-65,8)
eRFG (mL/min/1,73m2) 58,21 + 26,0 64,25+ 31,9 0,207 60,56 + 28,5
Proteindria 258,8 (98,2-651,5) 205,6 (136,1- 0,664 208,4 (111,0-
690,9) 660,7)
Caélcio total (mg/dL) 9,6 (9,1-9,9) 9,7 (9,1-10,1) 0,560 9,6 (9,1-10,0)
Fésforo (mg/dL) 3,8 (3,4-4,2) 3,7 (3,3-4,2) 0,609 3,8 (3,4-4,2)
PTH (pg/mL) 88,1 (54,6-138,9) 80,4 (51,9-110,2) 0,399 83,6 (53,2-
120,0)
25(0OH)D (ng/mL) 21,2 (10,0-55,7) 33,9 (10,3-64,5) 0,200 27,9 (10,3-60,1)
Colesterol total (mg/dL) 169+ 44 194+ 42 0,018* 181+ 45
HDL-c (mg/dL) 47 (39-53) 49 (40-71) 0,237 49 (39-56)
LDL-c (mg/dL) 99 + 35 116+ 30 0,045* 102+ 34
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Triglicérides (mg/dL) 155+ 65 165+ 69 0,584 173+ 90
IMC (Kg/m®) 23,9+35 25,3+ 5,0 0,181 244+ 4,2
Tempo pés-Tx (meses) 106 (60-178) 92 (53-144) 0,361 98 (55-157)
Glomerulopatias 30 (30,0%) 23 (35,9%) 0,428 53 (32,3%)
Nefroesclerose hipertensiva 21 (21,0%) 05 (7,8%) 0,028* 26 (15,9%)
Nefropatia do diabetes 05 (5,0%) 10 (15,6%) 0,027* 15 (9,1%)
Outras causas 10 (10,0%) 10 (15,6%) 0,283 20 (12,2%)
Etiologias desconhecidas 22 (22,0%) 10 (15,6%) 0,315 32 (19,5%)
Nao informado 12 (12,0%) 06 (9,4%) 0,799 18 (11,0%)
Comorbidades

ITU de repeticédo 00 (0,0%) 03 (4,7%) 0,029* 03 (1,8%)
DM 22 (22,0%) 14 (21,9%) 0,985 36 (22,0%)
HAS 55 (55,0%) 31 (48,4%) 0,412 86 (52,4%)
Dislipidemias 17 (17,0%) 11(17,2%) 0,975 28 (17,1%)
Outras 41(41,0%) 32 (50,0%) 0,258 73 (44,5%)
N&o apresentam/ndo 25 (25,0%) 11 (17,2%) 0,238 36 (22,0%)
relatado

Uso de medicamentos

Carbonato de calcio 12 (12,0%) 13 (20,3%) 0,149 25 (15,2%)
Diuréticos 30 (30,0%) 18 (28,1%) 0,797 48 (29,3%)
Oxido de magnésio 29 (29,0%) 27 (42,2%) 0,082 56 (34,1%)
Calciferol 7 (7,0%) 10 (15,6%) 0,113 17 (10,4%)

*p<0,05=significativo; eRFG=ritmo de filtracdo glomerular estimado; PTH=paratorménio; 25(OH)D=25-
hidréxi-vitamina D; HDL-c= HDL colesterol; LDL-c= LDL colesterol; IMC= indice de massa corporal;
T_x::[ra_nsplante; ITU-infeccdo do trato urinario; DM=diabetes mellitus; HAS=hipertensdo arterial
sistémica.

Verificou-se diferenca significativa entre os sexos em relacdo a idade
(p=0,027) e concentracbes séricas de creatinina (p<0,001), sendo encontrados
maiores valores entre os homens. As mulheres apresentaram concentracfes séricas
significativamente maiores de colesterol total e LDL-c (p=0,018 e 0,045,
respectivamente). Nao foi observada diferenca significativa para 0s outros
marcadores bioquimicos, encontrando-se 0s niveis séricos de calcio, fosforo, 25
(OH)D, HDL-c e triglicérides dentro dos valores de referéncia ou desejaveis. O
mesmo ndo se pode afirmar em relacdo a media do eRFG e mediana de
concentragdo seérica de PTH, que encontraram-se abaixo e acima dos valores

recomendados, respectivamente, tanto no geral quanto em funcdo do sexo.
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Observou-se diferenca significativa também em relacdo a doenca de base
(nefroesclerose hipertensiva e nefropatia do diabetes) e em relacdo as
comorbidades, sendo a ITU de repeticdo prevalente apenas entre as mulheres.

Em geral, as glomerulopatias foram as causas primarias da DRC mais
frequentes (32,3%) seguidas de DRC de etiologia desconhecida (19,5%) e
nefroesclerose hipertensiva (15,9%). A nefropatia do diabetes foi a doenca base
menos frequente (9,1%), sendo superada por DRC secundaria a outras causas
(Lupus, refluxo veésico-uretral, Sindrome de Alport, litiase, rins policisticos, atresia
renal congénita, entre outras) e por DRC em que a causa primaria ndo foi informada
(11,0%).

Com excecao da ITU de repeticdo, ndo se verificou diferenca significativa
entre 0s sexos para as comorbidades. A hipertensao arterial foi a comorbidade mais
prevalente, acometendo mais da metade da populagéo estudada.

Numa avaliacé@o global, os individuos avaliados mostraram-se eutréficos (IMC
>18 e <25 Kg/m?), apesar de verificar-se tendéncia ao sobrepeso entre as mulheres
(IMC= 25,3 Kg/m?).

N&o houve diferenga significativa entre os sexos em relagdo ao uso de
determinados medicamentos. Dentre as categorias analisadas, o 6xido de magnésio

foi o medicamento de uso mais frequente (34,1%) seguido pelos diuréticos (29,3%).

5.2 AVALIA(;AO DOS MARCADORES BIOQUIMICOS DO METABOLISMO
MINERAL E OSSEO EM FUNCAO DOS MARCADORES DE FUNCAO RENAL EM
TRANSPLANTADOS RENAIS

5.2.1 Associagdo dos niveis de creatinina com marcadores biogquimicos do
metabolismo mineral e 6sseo

A fim de se caracterizar a populacao estudada em relagdo aos marcadores do
metabolismo mineral e 0sseo e sua relacdo com a funcéo renal, as concentracdes
séricas de calcio, fosforo e PTH e a concentragdo plasmaticas de 25(OH)D foram
determinadas em 164 receptores de transplante renal. As medianas para cada
parametro foram analisadas em funcéo dos niveis séricos de creatinina de acordo

com a estratificacdo nos grupos C1 e C2, como verificado na Tabela 5.
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Tabela 5 - Niveis de marcadores bioquimicos do metabolismo mineral e 6sseo
em funcédo da creatinina sérica

Biomarcador C1 (n=84) C2(n=80) p
Calcio 9,6 (9,2-10,0) 9,6 (8,9-9,9) 0,306
Fosforo 3,7 (3,2-4,2) 3,9 (3,5-4,4) 0,081
PTH 70,7 (49,2-94,7) 103,9 (65,1-200,5) <0,001"
25(0OH)D 26,7 (11,3-70,2) 29,0 (9,6-49,1) 0,417

Mann Whitney,*p<0,05=significativo; C1= creatinina < 1,4 mg/dL; C2=creatinina = 1,4 mg/dL;
PTH=paratormdnio; 25(OH)D=25-hidroxi-vitaminaD.

Observou-se diferenca significativa entre os grupos para as concentracoes de
PTH, sendo que o grupo C2, com creatinina >1,4mg/dL, apresentou maiores niveis

de PTH quando comparado ao grupo C1 (103,9 vs 70,7 pg/mL; p< 0,001).

5.2.2 Associacao do ritmo de filtracdo glomerular estimado com marcadores
bioquimicos do metabolismo mineral e 6sseo

Ainda numa avaliacdo da relacdo de marcadores bioquimicos do metabolismo
mineral e 6sseo com a funcdo renal, as medianas de concentracdo destes

parametros foram comparadas entre os grupos de acordo com o0 eRFG (Tabela 6).

Tabela 6 - Niveis de marcadores bioquimicos do metabolismo mineral e 6sseo
em funcao do ritmo de filtracdo glomerular

Biomarcador R1 (n=25) R2 (n=53) R3 (n=60) R4 (n= 26) p
Célcio 9,6 (9,2-9,9) 9,7(9,3-10,2) 9,7 (9,2-10,0) 9,0 (8,8-9,9) 0,089
Fosforo 3,7(3,2-4,3) 3,9(3,5-4,2) 3,7(3,3-4,1) 4,6(3,7-5,1) 0,005*
PTH 75,9 (46,0- 72,2 (54,6- 80,4 (51,3- 190,2(111,8-
<0,001**
105,6) 99,1) 115,8) 254.,4)
25(0OH)D 17,3 (10,1- 26,5 (10,1- 32,6 (11,1- 32,3(9,4- 0.799
68,9) 64,3) 53,3) 52,9) ’

Kruskal Wallis.R1=ritmo de filtragdo glomerular estimado = 91 mL/min/1,73m’ R2=ritmo de filtrag&o
glomerular estimado entre 61 e 90,9 mL/min/1,73m?% R3=ritmo de filtracdo glomerular estimado entre
31 e 60,9 mL/min/1,73m% R4=ritmo de fitracAdo glomerular estimado < 30,9 mL/min/1,73m?;
PTH=Paratorménio; 25(0OH)D=25-hidréxi-vitamina D; *R1 vs R4 p=0,016; R2 vs R4 p=0,003; R3 vs
R4 p<0,001; **R1 vs R4, R2 vs R4; R3 vs R4 p<0,001.

Nesta andlise, os pacientes do grupo R4 (eRFG<30,9mL/min/1,73m?

apresentaram maior concentracdo sérica de fésforo quando comparados aos
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pacientes dos grupos R1 (4,6 vs 3,7; p=0,016), R2 (4,6 vs 3,9;p=0,003) e R3 (4,6 vs
3,7; p<0,001) (Figura 6B). A mediana da concentracéo sérica de PTH do grupo R4
também foi superior asverificadas para os grupos R1, R2 e R3, com p<0,001 para
todas as comparactes (Figura 6C).

N&o foram observadas diferencas nas medianas dos demais biomarcadores

em funcéo eRFG.

Figura 6 — Comparacéao dos niveis de marcadores bioquimicos do
metabolismo mineral e 6sseo entre grupos de acordo com o rtimo de
filtracéo glomerular
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PTH=Paratorménio; 25-OH-vitD=25-hidréxi-vitaminaD; NS=ndo significativo. Eixo das
abscissas: R1=ritmo de filtracdo glomerular estimado = 91 mL/min/1,73m3; R2=ritmo de
filtracdo glomerular estimado entre 90,9 e 61 mL/min/1,73m?; R3=ritmo de filtracdo glomerular
estimado entre 60,9 e 31mL/min/1,73m2; R4=ritmo de filtracdo glomerular estimado < 30,9
mL/min/1,73m?; Eixo das ordenadas: concentracdes séricas de calcio (mg/dL), fosforo (mg/dL)
e PTH (pg/mL) e concentragdo plasmatica de 25-OH-vitD (ng/mL); As hastes verticais sobre as
barras representam o limite superior do intervalo interquartil. A. Concentra¢do de calcio em
funcao do eRFG; B. Concentracao de fosforo em funcdo do eRFG.Ashastes horizontais sobre
as barras correspondem, de cima para baixo, as diferencas significativas entre as medianas de
concentracdo de Rlvs R4 (p=0,016), R2 vs R4 (p=0,003) e R3 vs R4 (p<0,001); C.
Concentracdo de PTH em funcdo do eRFG. As hastes horizontais sobre as barras
correspondem, de cima para baixo, as diferencas significativas entre as medianas de
concentracdo de R1 vs R4, R2 vs R4 e R3 vs R4, com p<0,001 para todas as comparacoes.
D.Concentragéo de 25-OH-vitD em fun¢éo do eRFG.
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5.3 AVALIACAO DA INFLUENCIA DO TEMPO PC)S-TRANSPLANTE SOBRE
MARCADORES BIOQUIMICOS DO METABOLISMO MINERAL E OSSEO EM
TRANSPLANTADOS RENAIS

A fim de se avaliar se os biomarcadores estudados sao influenciados
significativamente pelo tempo, comparou-se as medianas de concentracdo de cada
um deles em funcdo do tempo poés transplante, conforme estratificacdo nos grupos
T1 (1 a 24 meses; n=18); T2 (25 a 60 meses; n=26); T3 ( 61 a 120 meses (n=52) e
T4 (acima de 120 meses poés-transplante; n=59) (Tabela 7). Foram incluidos 155
receptores de transplante renal nesta andlise, uma vez que, para 9 deles, o dado de

tempo pos-transplante ndo estava disponivel.

Tabela 7 — Niveis de marcadores bioquimicos do metabolismo mineral e 6sseo
e de funcao renal em funcao do tempo pés-transplante

Biomarcador T1 (n=18) T2 (n=26) T3 (n=52) T4 (n=59) p
Célcio 10,0 (9,5-10,4 9,6(9,1-9,9) 9,7(9,1-10,1) 9,4 (9,0-9,7) 0,016*
Fosforo 3,6 (3,3-4,4) 3,8(3,0-4,3) 3,9(3,5-4,2) 3,9 (3,4-4,3) 0,881
PTH 99,9 (48,9- 83,9 (64,1- 80,4 (44,1- 79,7 (55,9- 0.344
185,9) 140,6) 109,8) 117,9)
25(0OH)D 18,3 (5,3-41,9) 30,4 (12,4- 29,2 (10,4- 29,15 (10,0- 0.705
72,6) 59,9) 61,9)

Kruskal Wallis.T1=tempo pos-transplante entre 1 e 24 meses; T2= tempo pds-transplante entre 25 e
60 meses; T3=tempo poés-transplante entre 61 e 120 meses; T4= tempo poés-transplante acima de
120 meses; PTH=Paratormdnio; 25(0OH)D=25-hidroxi-vitamina D; * T1 vs T4 p=0,001.

Apenas a concentracdo sérica de calcio variou significativamente em funcéo
do tempo poés-transplante, sendo a mediana de concentracdo de calcio do grupo T1
significativamente superior a observada para o grupo T4 (10,0 vs 9,4 mg/dL; p=
0,001). Para os demais biomarcadores ndo houve diferengas.

5.4 AVALIACAO DOS POLIMORFISMOS DO GENE ESR1 EM RECEPTORES DO
TRANSPLANTE RENAL E SUA RELACAO COM OS BIOMARCADORES DO
METABOLISMO MINERAL E OSSEO

5.4.1 Polimorfismos do gene ESR1 em receptores do transplante renal

No total, 164 receptores de transplante renal foram avaliados para o

polimorfismo -397 C/T (Pvull) e 163 para o polimorfismo -351 A/G (Xbal) do gene
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ESR1. Na Tabela 8 estdo demonstradas as frequéncias alélicas e genotipicas para

ambos os polimorfismos.

Tabela 8 - Frequéncias alélicas e genotipicas dos
polimorsfismos Xbal e Pvull

Frequéncias alélicas

Polimorfismos -
e genotipicas

Xbal -351 A/G n=163
A 218 (66,9%)
G 108 (33,1%)
AA 55 (33,7%)
AG 108 (66,3%)
GG 00 (0,0%)
Pvull -397 C/T n= 164
C 164 (50,0%)
T 164 (50,0%)
cC 36 (22,0%)
CT 92 (56,0%)
TT 36 (22,0%)

O alelo A e o gendétipo AG foram os mais frequentes para o polimorfismo
Xbal. Nenhum dos individuos apresentou genétipo GG para este polimorfismo. Em
relacdo ao polimorfismo Pvull, os alelos C e T apresentaram a mesma distribuicao
na populacdo, bem como os genoétipos CC e TT, os quais foram menos frequentes

qgue o gendtipo CT. A populacdo ndo se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg.

5.4.2 Avaliacdo da persisténcia de hiperparatiroidismo secundario e deficiéncia
de vitamina D no pos-transplante renal em funcao dos polimorfismos do gene
ESR1

A possivel associacdo entre os marcadores de metabolismo mineral e 6sseo
e os polimorfismos Pvull e Xbal foi avaliada em fungcdo da persisténcia de
hiperparatireoidismo secundario e de deficiéncia de vitamina D.

Para a primeira analise, a concentragdo sérica de PTH igual ou superior a 100
pg/mL foi adotada como ponto de corte para a persisténcia do hiperparatireoidismo
secundario pos-transplante renal. Dados de concentracdo de PTH nao foram obtidos

para 9 voluntarios. Assim, 155 receptores de transplante renal foram distribuidos em
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dois grupos (PTH<100 e PTH >100 pg/mL) e as frequéncias genotipicas de ambos

os polimorfismos foram comparadas em cada grupo (Tabela 9).

Tabela 9 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas dos polimorfismos Xbal e
Pvull em funcéo da persisténcia do hiperparatireoidismo secundéario em
receptores do transplante renal

PTH (pg/mL)

Genotipo <100 (n=98) >100 (n=57) P

Xbal-351 AIG
AA 32(32,7%) 21 (36,8%) 0,603
AG 66 (67,3%) 36 (63,2%)

Pvull-397 C/T
cc 27 (27,6%)** 6 (10,5%) 0,055+
CcT 49 (50,0%) 38 (66,7%) :
T 22 (22.4%) 13 (22,8%)

PTH=paratormonio; Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético. * p<0,05; **<-1,96, mais freqliente.
Andlise de residuo ajustado.

Houve diferenca significativa em relacdo a frequéncia genotipica do
polimorfismo Pvull em relacdo aos niveis de PTH, sendo a frequéncia do gendtipo
CC maior no grupo com PTH <100 pg/mL. Por outro lado, as frequéncias genotipicas
de ambos os grupos para o polimorfismo Xbal foram semelhantes (p=0,603).

Para a analise de deficiéncia de vitamina D, os receptores de transplante
renal foram alocados em dois grupos [25(OH)D <20 e 25(OH)D >20 ng/mL].
Considerou-se concentracdo de 25(OH)D inferior a 20 ng/mL compativel com o
estado de deficiéncia. As frequéncias genotipicas de ambos os polimorfismos foram

comparadas em cada grupo, sendo avaliados, no total, 146 individuos (Tabela 10).

Tabela 10 - Distribuicao das frequéncias genotipicas dos polimorfismos Xbal e
Pvull em funcado dos niveis de vitamina D em receptores do transplante renal

25(0OH)D (ng/mL)

Genotipo <20 (n=64) >20 (n=82) P

Xbal-351 A/G
AA 16 (25,0%) 32 (39,0%) 0,079
AG 48 (75.0%) 50 (61.0%)

Pvull-397 C/T
cC 17 (26,6%) 14 (17,1%) 0568
cT 36 (56.2%) 47 (57.3%) :
T 11 (17.2%) 21 (25.6%)

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético. 25(0OH)D=25-hidréxi-vitamina D.
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As frequéncias genotipicas para ambos os polimorfismos n&o variaram

significativamente em fung&o das concentracdes de 25(OH)D, embora o valor de “p
para a distribuicdo dos gendtipos de Xbal seja considerado borderline.

5.4.3 Avaliacéo das concentragdes de biomarcadores do metabolismo mineral
e 0sseo no poés-transplante renal em funcédo dos polimorfismos do gene ESR1

As medianas de concentracdo de calcio, fosforo, PTH e 25(OH)D foram
avaliadas de acordo com os genoétipos dos polimorfismos Xbal e Pvull. Os

resultados das comparagdes estao apresentados nas Tabelas 11 e 12.

Tabela 11 - Concentra¢cdes de biomarcadores do metabolismo mineral e 6sseo
em funcao dos genétipos AA e AG do polimorfismo Xbal

Biomarcador Genodtipo AA (n=55) Genotipo AG (n=108) p
Calcio 9,70 (9,18 -9,93) 9,70 (9,00-10,08) 0,969
Fosforo 3,70 (3,15-4,00) 3, 80 (3,45-4,30) 0,097
PTH 90, 30 (63,45-115,10) 87,30 (49,25-133,70) 0,710
25(0OH)D 22,80 (12,15-51,50) 14,10 (5,75-40,83) 0,143

Mann-Withney.PTH=paratormonio; 25(OH)D=25-hidréxi-vitaminaD

As medianas de concentracdo dos parametros avaliados nao variaram

significativamente na comparacgéo entre os genotipos AA e AG do polimorfismo Xbal.

Tabela 12 - Concentracdes de biomarcadores do metabolismo mineral e 6sseo
em funcdodos genétipos CC, CT e TT do polimorfismo Pvull

Biomarcador Genotipo CC Genotipo CT Genoétipo TT p
(n=36) (n=92) (n=36)
Calcio 9,6 (9,1-10,1) 9,6 (9,1-9,9) 9,7 (9,3 -10,0) 0,695
Fosforo 3,7 (3,4-4,2) 3,8 (3,4-4,2) 3,9 (3,4-4,3) 0,776
PTH 65,1 (47,2-96,5) 91,0 (64,0-140,4) 80,4 (50,8-114,1) 0,039*

25(0H)D 16,8 (9,4-68,7) 29,2 (10,4-59,0) 31,7 (11,9-61,7) 0,972

Kruskal Wallis.PTH=paratorménio; 25(0OH)D=25-hidréxi-vitaminaD; * CT vs CC p=0,014.

A mediana de concentracdo de PTH variou significativamente em funcao dos

gendtipos do polimorfismo Pvull. O genétipo CT se associou a maiores
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concentracdes de PTH quando comparado ao genétipo CC (91,0 vs 65,1 pg/mL; p=
0,014). Para os demais parametros, ndo houve diferencas significativas.
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6 DISCUSSAO

6.1 CARACTERIZACAO DEMOGRAFICA E CLINICA DOS TRANSPLANTADOS
RENAIS

O presente estudo consistiu numa avaliacdo transversal de 164 pacientes
brasileiros receptores de transplante renal (100 homens e 64 mulheres). De modo
geral, estudos de base populacional indicam que a epidemiologia da DRC varia em
fungéo do sexo, afetando principalmente as mulheres (CARRERO et al., 2018). Esta
diferenca pode ser explicada pela maior expectativa de vida entre as mulheres
combinada com o declinio natural da funcao renal com o envelhecimento.

No presente estudo, pacientes do sexo masculino corresponderam a pouco
mais de 60% da coorte avaliada. E bem estabelecido que a realizacdo de
transplante renal € menor entre as mulheres(KJELLSTRAND, 1988; HELD et al.,
1998; JINDAL et al., 2005; LIU et al., 2013). Este fato pode ser explicado pela menor
incidéncia de mulheres iniciando dialise e menor propensédo das mulheres em estar
na lista de espera de transplante (CARRERO et al, 2018) . De forma geral as
muheres tendem a ser mais doadoras vivas de enxerto renal do que receptoras de
enxerto renal provenientes de doador vivo (CARRERO et al, 2018).

Em um estudo americano de analise retrospectiva de transplantes de rim,
realizados entre 1964 e 2002 em determinado centro transplantador, verificou-se
que a disparidade de géneros, desfavorecendo as mulheres, em relacdo ao
transplante com doadores vivos, foi devido a maior proporcao de doacao de esposas
para seus maridos e menor incidéncia de doacdo de homens para mulheres entre
doadores néo parentes — ndo conjuges (KAYLER et al., 2002).

No Brasil, os dados sobre transplante renal apresentados no ultimo ABTO-
RBT (2017) ndo leva em consideracgao as analises realizadas em fungéo do sexo.

A idade também é um fator a se considerar, com maior prevaléncia de DRC
entre individuos idosos. Na coorte avaliada, a mediana de idade foi igual a 45 anos,
havendo diferenca significativa entre os géneros. No Brasil, em 2016, o percentual
de pacientes em dialise com idade superior a 65 anos foi igual a 33% e o maior
percentual (65,7%) correspondeu a individuos entre 20 e 64 anos (SESSO et al.,
2017). O Relatério de 2013 do United States Renal Data System (USRDS), que

avaliou a populagédo norte-americana, indicou que a incidéncia de DRC aumenta de
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quatro a oito vezes em individuos com mais de 70 anos, apontando para o carater
da DRC como doenca do idoso (DRAIBE, 2014). Esses achados séo consistentes
com o fato de que, com o avanco da idade, ha uma reducdo da funcao renal. Neste
estudo, apenas trés dos 164 voluntarios recrutados possuiam 60 anos ou mais a
época da abordagem.

Apesar de nao significativa, a avaliacdo da funcdo renal entre homens e
mulheres em func&o dos niveis séricos de ureia, do eRFG e da proteinuria apontam
para uma pior funcdo renal entre pacientes do sexo masculino em relacdo aos
parametros considerados. Em uma metandlise prévia, em que o risco de progressao
da DRC foi avaliado em 68 coortes de pacientes ndo-diabéticos com DRC, concluiu-
se que os homens progridem mais rapidamente que as mulheres para a DRC em
estagio final (NEUGARTEN et al., 2000). O declinio da funcdo renal € muito
influenciado por fatores ambientais, estilo de vida e fatores bioldgicos, que parecem
estar mais comprometidos e serem menos favoraveis na populacdo masculina
(menor expectativa de vida, efeito deletério da testosterona sobre os rins, pior
adesdo as dietas restritivas, por exemplo) (CARRERO et al.,2018).

Em relacdo aos niveis de creatinina sérica, a diferenca significativa entre
homens e mulheres j& era esperada. A creatinina sérica é um metabdlito do fosfato
de creatina, encontrado principalmente no musculo esquelético. A concentracdo de
creatinina é influenciada pela massa muscular, naturalmente mais desenvolvida no
sexo masculino (HUH et. al, 2015). Na avaliacdo geral, a mediana de concentracéo
sérica de creatinina foi igual a 1,4 mg/dL, semelhante ao valor encontrado em outros
estudos em que a funcao renal foi avaliada em receptores de transplante renal, mas
superior ao observado na populacdo saudavel (RACZYNSKA et al, 2018;
SALVADOREet al., 2017).

A férmula escolhida para o célculo do ritmo de filtragcdo glomerular neste
estudo foi a CKD-EPI, a qual tem demonstrado maior acuracia em estimar o RFG
quando comparada a Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) study equation,
apesar de ambas considerarem as mesmas variaveis (idade, sexo, etnia)
(KARGEREetal.,2017). O menor viés verificado para a equacdo CKD-EPI poderia
levar a um numero menor de diagnosticos falso negativos de DRC. Em uma
comparacao entre as duas formulas, a prevaléncia de DRC foi de 11,6% para CKD-
EPI versus 13,1%,para a MDRD (LEVEY;STEVENS, 2010).No entanto, a férmula
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CKD também apresenta limitagbes ao utilizar unicamente nos niveis de creatinina
sérica como marcador de filtracdo renal (KARGER et al.,2017).

As dislipidemias sdo um disturbio comumente observado entre pacientes que
receberam o enxerto, com prevaléncia entre 40% a 80% (RIELLA; GABARDI,
CHANDRAKER, 2012). Em estudo no qual marcadores do metabolismo lipidico
foram avaliados no momento pré-transplante e ao longo de cinco anos apos
transplante renal, verificou-se aumento consideravel de hiperlidipidemia associado a
elevacdo do colesterol total, de LDL-c, HDL-c e triglicérides, apesar do uso de
estatinas (FERNANDEZ CASTILLO et al., 2015). Alguns fatores de risco para o
desenvolvimento de dislipidemias em receptores de transplante renal, como dieta e
idade, ja foram descritos. Além dessas, as intervencdes terapéuticas pos-transplante
renal como o0 uso de imunossupressores, incluindo esteroides, Ciclosporina A e
inibidor do mTOR aumentam o risco para dislipidemias (NUMAKURA et al., 2015).

Observando-se a interpretacdo proposta pelo Consenso Brasileiro para a
Normatizacdo da Determinacdo Laboratorial do Perfil Lipidico, na analise total, os
resultados dos pacientes do presente estudo encontraram-se de acordo com 0s
valores referenciais desejaveis para adultos para colesterol total (181mg/dL vs 190
mg/dL) e HDL-c (49 mg/dL vs >40 mg/dL). Em contrapartida, observando-se o
referido  critério, 0s receptores de transplante renal apresentaram
hipertrigliceridemia. Ao se considerar que estes pacientes encontram-se sobre risco
cardiovascular intermediario a alto, as concentracfes séricas de LDL-c também se
mostraram elevadas em relagdo aos valores desejaveis, de acordo com as
categorias de risco (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2017).

As alteracbes observadas possuem interesse clinico considerando-se a
populacdo estudada, ndo apenas pela elevada incidéncias de eventos
cardiovasculares como uma das principais comorbidades observadas, mas também
pela possivel contribuicdo das dislipidemias no desenvolvimento de nefropatia
cronica do enxerto (FERNANDEZ CASTILLO et al., 2015).

Na andlise estratificada por sexo, verificaram-se diferencas significativas
entre as medianas de colesterol total e LDL-c, com maiores valores entre as
mulheres. Em estudo realizado com pacientes com doenca coronariana da Europa,
Asia e Oriente Médio, as mulheres também se mostraram menos propensas a
atingirem os valores desejaveis para colesterol total e LDL-c (ZHAO et al., 2017).

Em outro estudo com quase 70.000 individuos, dentre as varias dislipidemias
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avaliadas em homem e mulheres, a prevaléncia de niveis superiores aos
recomendados para colesterol total e LDL-c foram maiores entre as mulheres
(36,4% vs 25,4% e 35,0% vs 28,1%, respectivamente) (GUPTA et al., 2016).

Em relacédo a doenca de base, as glomerulopatias foram as causas primarias
de DRC mais prevalentes. Em geral, as principais doencas bases da DRC
reportadas sdo a hipertensdo e o diabetes mellitus (BANACH et al., 2015).
Usualmente, o diagnostico de nefroesclerose hipertensiva é realizado com base nas
manifestacdes clinicas, de acordo com a progressdo da doenca, niveis pressoricos,
alteracdes dos niveis de creatinina e do RFG, proteindria e doenca cardiovascular
concomitante (LIU et al., 2018). Porém, o ideal é que o paciente seja submetido a
biépsia a fim de se alcancar um diagnostico inequivoco e diferencial entre
nefroesclerose hipertensiva e glomerulonefrite primaria com hipertenséo
(FREEDMAN; COHEN, 2016; LIANG et al., 2016). Infelizmente, o diagndstico da
DRC de acordo com sua causa priméaria foi possivel para um nimero minimo de
pacientes desta coorte, o que pode ter contribuido para uma subestimacdo da
prevaléncia de nefroesclerose, uma das principais doencas base.

Junto com a hipertenséo, o diabetes mellitus aparece como causa da DRC
em mais de 60% dos casos. De acordo com dados da literatura, cerca de 20 a 30%
dos pacientes com diabetes desenvolvemnefropatia, sendo que nos Estados Unidos
e Europa, a nefropatia do diabetes é a principal causa da doenca renal crénica em
estagio final e de hemodialise (BANACH et al., 2015). Contudo, um ponto a ser
destacado € que, os paises desenvolvidos possuem elevada prevaléncia de
hipertenséo e diabetes, enquanto os paises em desenvolvimento possuem doencas
infecciosas e glomerulonefrites como principais causas de DRC (DRAIBE, 2014).

Além disso, as prevaléncias de DRC com etiologia desconhecida e nao
informada somaram juntas 30,5%, o que pode ter contribuido para a subestimacéo
dos casos de nefropatia hipertensiva e nefropatia do diabetes.

A mediana de IMC na populagéo estudada foi igual a 24,4 Kg/m?. Assim, os
individuos apresentaram-se dentro da faixa de normalidade para este parametro
(218,5 e < 25 kg/m?), no entanto, muito préximos ao limite superior. Geralmente, o
transplante renal leva ao aumento do peso corporal e alteracdo da composicédo do
organismo (LOPES et al., 1998). De maneira geral, sobrepeso e obesidade sé&o
associados a pior fungéo renal, avaliada pelo eRFG, e também a piores desfechos

no poés-transplante como mortalidade e perda do enxerto, principalmente em
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pacientes com comorbidades (FERNANDEZ CASTILLO et al., 2016; ATES;CEBECI,
2018).

A comorbidade mais prevalente foi a hipertenséo arterial, presente em mais
da metade dos individuos (52,4%), embora ndo tenha havido diferencas
significativas entre os géneros. Essa é uma condi¢cdo bastante frequente entre
pacientes que passaram por transplante renal, com prevaléncia estimada entre 60%
a 90% (VILLANEGO et al., 2018). Nesta populacéo, a hipertensdo € uma doenca
multifatorial, que envolve caracteristicas do doador e do receptor, funcéo do enxerto,
complicagBes do transplante, uso de imunossupressores, pré-disposicdo genética,
entre outros fatores (THOMAS; TABER;SRINIVAS, 2013). No pds-transplante renal,
a hipertensdo tem significado muito relevante, uma vez que esta envolvida na
patogénese da disfuncdo crénica do enxerto e diminuicdo da sobrevida dos
individuos afetados. Além disso, € um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de doenca cardiovascular, causa principal de morte entre a
populacao transplantada (LIEFELDT;BUDDE, 2010). Esta forte associacado entre as
comorbidades se deve as interacfes existentes entre os sistemas circulatério e
renal, de modo que a reducao da funcdo dos rins tambémpiora a funcéo cardiaca e
vice-versa (DRAIBE, 2014).

6.2 O PTH COMO PRINCIPAL FERRAMENTA DE AVALIACAO DO DISTURBIO
MINERAL E OSSEO NO POS-TRANSPLANTE RENAL

Os marcadores do metabolismo mineral e 6sseo foram avaliados em funcao
da concentragdo sérica de creatinina e do eRFG. Pacientes do grupo C2 (creatinina
>1,4 mg/dL) apresentaram maior mediana de concentracdo sérica de PTH quando
comparados aos do grupo C1 (creatinina <1,4 mg/dL). De modo semelhante,
pacientes do grupo R4 (RFG <30,9 mL/min/1,73m?), ou seja, com pior funcéo de
filtracdo, avaliada pelo eRFG, apresentaram maior mediana de concentracao sérica
de fésforo e PTH quando comparados aos grupos R1 (eRFG >91mL/min/1,73m?),
R2 (eRFG entre 61 e 90,9mL/min/1,73m?) e R3 (eRFG entre 31 e
60,9mL/min/1,73m?).

De maneira geral, mesmo com o enxerto funcionante, os receptores do
transplante renal estdo suscetiveis a anormalidades do metabolismo mineral e ésseo

e ao hiperparatireoidismo secundario, que acomete aproximadamente 45% dos
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pacientes em didlise e pode persistir em 25% a 50% dos receptores do transplante
renal (LEHMANN et al.,2007). E sabido que as alteracbes de parametros
laboratoriais relacionados ao DMO-DRC tendem a iniciar no estagio 3 da DRC
(KDIGO, 2009). O avanco da doenca para além do estagio G3 compromete a
excrecdo urinaria de fosforo de forma que o declinio da eliminacdo ndo pode ser
compensado pelo efeito fosfatlrico do fator de crescimento de fibroblasto-23 FGF-23
secretado pelos 0ssos, resultando no acumulo de fésforo e consequente aumento
dos niveis séricos de PTH (NITTA; YAJIMA;TSUCHIYA, 2017). Os resultados
encontrados neste estudo estdo de acordo com o esperado.

O DMO-DRC é um desfecho comum apés o transplante. Nestes casos, reflete
os efeitos da imunossupressao, persisténcia de doenca prévia ap0s a cirurgia e de
novo DMO-DRC (EVENEPOEL, 2013). Transplantados renais podem exibir funcéo
renal abaixo do ideal, como é o caso dos pacientes dos grupos C2 e R4, e
desenvolver o DMO-DRC como resultado desta pior fungéo do rim. A idade, o tempo
pos-transplante e o sexo também podem influenciar, tanto na fungéo renal quanto no
desequilibrio mineral e 0Osseo pos-transplante, desses pacientes (NATIONAL
KIDNEY FOUNDATION, 2018).

Em pacientes com DRC, o DMO-DRC se desenvolve em associagdo com o
hiperparatireoidismo devido ao aumento das concentragbes séricas de fdsforo
(NITTA;YAJIMA; TSUCHIYA, 2017). O hiperparatireoidismo, por sua vez, leva ao
aumento do risco de fratura. Ja foi relatado que pacientes do estagio G5 tem esse
risco aumentado em 4,4 quando comparado a populacdo em geral (ALEM et al.,
2000). Pacientes com DMO-DRC podem apresentar uma combinacdo de doencas
Osseas, como osteopenia e osteoporose. A osteoporose e a osteopenia sdo uma
grave complicacdo verificada no pés-transplante renal e afetam entre 50 e 80% de
todos os receptores. Como consequéncia, entre 11% a 40% dos pacientes sofrem
fraturas, sendo este risco aumentado nos primeiros 18 meses apos o transplante
(FERNANDEZ CASTILLO et al., 2015). No entanto, apesar das altera¢ées nos niveis
de fosforo e PTH, estes desfechos néo foram avaliados na populacdo em estudo.

Além da influéncia sobre o DMO-DRC, niveis aumentados de PTH também ja
foram associados com doenca cardiovascular, hipertensdo, e mortalidade
aumentada em pacientes com DRC (CHOI et al.,2018).Neste sentido, os niveis
aumentados de fésforo, resultantes da perda Ossea, além de exacerbarem o

hiperparatireoidismo, podem exercer efeito danoso ao endotélio vascular com
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inducdo de aterosclerose ou comprometimento funcional do rim, 6rgdo altamente
vascularizado (KURO-O, 2013).

Os resultados encontrados no presente estudo em relacdo ao PTH estdo de
acordo com os achados do estudo conduzido por Choi e colaboradores (2018), que
verificaram que as concentragdes de PTH aumentaram significativamente com
reducdo doeRFG, sendo que no grupo com eRFG inferior a 30 mL/min/1,73m?, a
mediana de concentracdo de PTH (173,3 pg/mL) foi muito superior aos valores de
referéncia, assim como observado no presente estudo para a mesma categoria de
eRFG (190,2 pg/mL). Levin e colaboradores (2007), ao avaliarem a prevaléncia de
anormalidades nos niveis séricos de calcio, fésforo e PTH em 1.800 pacientes com
DRC estagios 3-5 também verificaram a relacéo inversa entre os niveis de PTH e
eRFG, com 60% dos pacientes com GFR<60 mL/min/1,73m? apresentando elevacao
do PTH (LEVIN et al., 2007).

O diagnostico laboratorial e manejo do DMO-DRC nos pacientes DRC
incluem a determinacdo dos niveis séricos de PTH, célcio (mais frequentemente
calcio total) e fosforo (KDIGO, 2009). No entanto, sdo escassos 0s estudos para
determinacdo de condutas para diagnoéstico e tratamento do DMO ap6s o
transplante. Recomenda-se que no pos-transplante a densidade mineral e Ossea
seja determinada a cada dois anos. No entanto, os beneficios dessa conduta sédo
minimos se a funcéo do enxerto se encontra comprometida, com eRFG inferior a 30
mL/min/1,73m? e, neste caso, o monitoramento periédico dos niveis séricos de
calcio, fésforo, vitamina D, fosfatase alcalina e PTH apresentam-se como uma
ferramenta valiosa no manejo do DMO (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2018).

Na DRC, o hiperparatireoidismo é resultante do aumento dos niveis séricos
de fésforo e declinio das concentracfes de calcio e 25(0OH)D (SILVER; LEVI, 2005).
Mesmo apos o transplante renal, os individuos tendem a exibir niveis insuficientes
de vitamina D, principalmente no pés-transplante recente. Neste periodo, os altos
niveis de FGF-23 podem inibir a 1a-hidroxilase, reduzindo a conversédo de 25(0OH)D
em 1,25(0OH),D, e aumentar a atividade da 24a-hidroxilase, responsavel pela
conversdo da 25(OH)D em produtos de excrecdo, reduzindo seus niveis
(CIANCIOLO et al., 2016).

Em longo prazo, um dos mecanismos de desenvolvimento de deficiéncia de
vitamina D envolve o uso de imunossupressores. Os corticoesteroides estao

associados com altos niveis de PTH e aumento do catabolismo de vitamina D, de
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forma direta ou via ativacdo de FGF-23, enquanto os inibidores de calcineurina
podem aumentar a atividade dos osteoclastos e induzir a resisténcia a vitamina D ao
tornar os receptores da vitamina menos sensiveis a sua acao (CIANCIOLO et al.,
2016). Além disso, é comum a recomendacdo médica de evitar a exposi¢ao solar a
fim de reduzir o risco de desenvolvimento de neoplasia cutanea, o que compromete
a ativacdo da vitamina D via radiacdo ultravioleta (ZIFF et al., 2017). A ingestéo de
quantidade insuficiente de vitamina D na dieta também é outro fator a ser
considerado. Estudo realizado com 45 transplantados renais demonstrou que a
totalidade dos pacientes consumia quantidade de vitamina D inferior a recomendada
(JANKOWSKA et al., 2016). A deficiéncia de vitamina D apds o transplante renal ja
foi relacionada a piores desfechos, como rejeicdo ao enxerto, funcéo retardada do
enxerto e desenvolvimento de de novo neoplasias pos-transplante (KIM et al., 2012;
FALKIEWICZ et al., 2009; MCGREGOR et al., 2014).

Neste estudo, as maiores concentracbes séricas de fosforo e PTH nos
pacientes com pior funcdo renal (grupos C2 e R4) ndo foram acompanhadas de
niveis significativamente diminuidos de 25(OH)D na comparacdo com os grupos C1
e R1, R2 e R3. No geral, os receptores de transplante renal exibiram niveis de
25(0OH)D muito préximos ou superiores, dependendo da estratificacdo utilizada, ao
desejavel (=30 ng/mL), contrariando a tendéncia a alta prevaléncia de deficiéncia e
insuficiéncia de vitamina D ap0s transplante renal relatada na literatura (TAZIKI et al.
2011; PARK et al., 2015).

Segundo o KDIGO, ndo h&d uma padronizacdo adequada para 0s ensaios de
determinacdo de vitamina D, o que reflete na auséncia de uma definicdo de
deficiéncia bem validada (KDIGO, 2009). Assim, niveis 6timos de vitamina D podem
variar de acordo com o desfecho de interesse. Concentracdes entre 30 e 60 ng/mL
sdo recomendadas para grupo de risco como idosos, pacientes com raquitismo e
osteomalacia, doengas autoimunes e renal crbnica, por exemplo (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE ENDOCRINOLOGIA E METABOLOGIA, 2016). De fato niveis
superiores a 30 ng/mL mostraram-se necessarios para prevenir hiperparatireoidismo
secundario ou osteoporose (THACHER; CLARKE, 2011).

A manutencdo de niveis de vitamina 25(0OH)D de acordo com essas
recomendacfes entre receptores de enxerto renal foram descritas apos
suplementacdo com colecalciferol (ZIFF et al., 2017; COURBEBAISSE et al., 2014).

No entanto, na populacdo avaliada, apenas 10% dos individuos faziam uso de
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colecalciferol e o impacto desta suplementacdo sobre os niveis de 25(OH)D
encontrados nao foi avaliada.

A hiperfosfatemia é um fator de risco associado a progressao da DRC, tendo
sido associada a varios desfechos, como anormalidades do metabolismo mineral e
0sseo, calcificacdo vascular e de tecidos moles devido a precipitacdo de fosfato de
célcio e morbidade e mortalidade cardiovascular (MARTIN;GONZALEZ, 2011). Uma
vez que mais de 90% do fosfato sérico é livremente filtrado nos glomérulos, o
declinio do ritmo de filtracdo glomerular leva a sua retencdo. Outro efeito da
diminuicdo da funcéo renal é a resisténcia ao efeito fosfatiurico do FGF-23 devido ao
comprometimento da expressao da proteina de membrana Klotho no rim, a qual atua
como co-receptor do FGF-23 modulando a transducédo do seu sinal (HU; KURO-
O; MOE, 2013; MARTIN; GONZALEZ, 2011).

Estudos demonstraram a relacado da funcdo renal com os niveis de fésforo.
Menor ritmo de filtracdo glomerular foi apontado como variavel associada ao risco
aumentado de hiperfosfatemia e o percentual de declinio anual do eRFG associou-
se significativamente com os niveis de fosforo (IMTIAZ et al., 2017; CHANG et al.,
2016). No presente estudo, maior mediana de concentracdo sérica de fosforo foi
verificada no grupo com eRFG < 30,9 mL/min/1,73m?, estando de acordo com o
esperado. No entanto, apesar da diferenca significativa entre o grupo R4 e os
demais, o nivel de fésforo neste grupo foi ligeiramente maior que o limite superior de

referéncia para este biomarcador, igual 4,5 mg/dL.

6.3 VARIAGCOES NOS NIVEIS DE CALCIO E FOSFORO NO POS-TRANSPLANTE
RENAL RECENTE

Na avaliacdo da influéncia do tempo pdés-transplante sobre os parametros
bioquimicos avaliados, verificou-se que 0 menor tempo pos-transplante se associou
com maiores concentracdes seéricas de calcio. Para os demais marcadores [fosforo,
PTH e 25-(OH)D] as variacbes observadas em funcdo do tempo ndo foram
significativas.

Os avancgos terapéuticos, especialmente 0s novos imunossupressores, tém
contribuido para o aumento da sobrevida do paciente e do enxerto, melhorando

significativamente a qualidade de vida dos transplantados (GOMES et al., 2016). Na
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populacdo estudada, 38,1% dos individuos foram submetidos ao transplante ha mais
de 10 anos (grupo T4).

Muitos estudos tém realizado a analise do efeito do tempo pOs transplante
renal sobre os marcadores do metabolismo mineral e 6sseo (BONAREK et al., 1999;
LOU et al., 2015; WOLF et al., 2016; PRAKOBSUK et al., 2017). No entanto, os
pacientes séo frequentemente acompanhados durante o pos-transplante recente e
as conclusdes sdo baseadas em dados observados nos 12 primeiros meses apos a
realizacdo da cirurgia.

Apébs o primeiro ano de um transplante renal bem-sucedido, € esperado que
0s niveis séricos de calcio, fosforo, paratormdnio, 25(OH)D e FGF23 retornem a
niveis normais. Entretanto, muitos pacientes persistem com alteracbes do
metabolismo mineral (GOMES et al., 2016).

Durante o avanco da DRC, principalmente a partir dos estagios 4 e 5, a
hiperfosfatemia resultante da pior funcéo renal provoca o aumento consideravel dos
niveis de PTH e FGF23, os quais exercem seus efeitos maximizando a excrecao de
fésforo (KDIGO, 2009). Apoés o transplante renal, com o restabelecimento da funcéo
de filtracdo renal, muitos pacientes desenvolvem hiposfosfatemia no pos-transplante
recente devido ao efeito fosfatlrico do FGF-23, que se encontra em excesso. A
presenca do enxerto saudavel capaz de responder ao efeito hormonal das elevacdes
discretas de PTH e FGF-23 pode contribuir para o desenvolvimento da
hipofosfatemia e de hipercalcemia. Os niveis séricos de fésforo tendem a retornar a
normalidade apos trés a 12 meses (PRAKOBSUK et al., 2017). Além do mecanismo
secundario a hipofosfatemia, alguns pacientes podem desenvolver hipercalcemia
devido a persisténcia do hiperparatireoidismo e ao uso de corticoide
(TORREGROSA; BARROS, 2013).

Em estudo que objetivou avaliar os parametros do metabolismo mineral e a
persisténcia de hiperparatiroidismo 12 meses apdés o transplante renal, Gomes e
colaboradores (2016) verificaram que 0s pacientes apresentaram uma reducao
significativa dos niveis séricos de fosforo, PTH, creatinina e aumento significativo no
RFG e calcio sérico na comparacao com os valores pré-transplante.

Em outro estudo de carater prospectivo, 246 receptores de transplante renal
foram avaliados quanto a evolugdo do metabolismo mineral no momento pré-
transplante e ao longo do primeiro ano apd6s o procedimento. Como resultado,
verificou-se a prevaléncia de 86,2% da persisténcia do hiperparatireoidismo 12
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meses apds o transplante. Na comparacdo com valores basais, foram observados
niveis significativamente aumentados de célcio no primeiro més apés o transplante e
persisténcia de niveis superiores ao basal ao longo dos 12 meses, considerando-se
hipercalcemia valores séricos de célcio superiores a 10,2 mg/dL (WOLF et al., 2016).

A hipercalcemia e a hipofosfatemia poOs-transplante possuem relevante
significado clinico e devem ser alvo de manejo, uma vez que podem estar
envolvidos na patogénese da disfuncdo do enxerto, comprometer a salude O0ssea e
exacerbar a fratura e o risco cardiovascular (EVENEPOEL, 2016).

No presente estudo, 0s pacientes que haviam realizado o transplante renal
h& 12 meses ou menos corresponderam a aproximadamente 70% dos individuos
incluidos no grupo T1 (tempo poés-transplante entre 1 e 24 meses).A mediana de
concentracdo de calcio sérico para este grupo foi igual a 10,0 mg/dL, o qual, apesar
de nado caracterizar um quadro de hipercalcemia, aproximou-se muito do valor de
referencia superior (> 10,2 mg/dL), além de ter sido significativamente maior que o
observado para o grupo T4 (tempo pdés-transplante superior a 120 meses). De fato,
ha evidéncia prévia de que a hipercalcemia pds-transplante tipicamente se resolve
em 1 ano apds procedimento bem sucedido, a qual serviu, inclusive, de base para
conduta bem estabelecida de se considerar a paratireoidectomia apenas apoés
transcorrido este tempo (LOU et al., 2015). Assim, o achado de maior mediana de
calcio no grupo T1 versus T4 esta de acordo com o esperado.

Em relacdo ao PTH, apesar das medianas de concentracdo na variarem
significativamente entre os grupos T1 e T4, os individuos com menor tempo pés-
transplante exibiram um valor alto para a mediana de concentracdo deste parametro
(99,9 pg/mL), podendo-se assumir um quadro de persisténcia do
hiperparatireoidismo apés o transplante renal (PTH > 100,0 pg/dL) nestes pacientes.

A analise geral dos dados obtidos no presente estudo permitiu observar que
niveis altos de PTH estdo associados ao aumento de calcio e diminuicdo de fésforo,
embora este Ultimo parédmetro ndo tenha apresentado diferengas significativas em
relacdo ao tempo poés-transplante. No grupo T1, as medianas para tais marcadores
foram: PTH= 99,9 pg/mL; céalcio= 10,0 mg/dL e fésforo= 3,6 mg/dL, enquanto no
grupo T4, verificou-se PTH= 79,9 mg/dL; calcio= 9,4 mg/dL e fésforo= 3,9 mg/dL.
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6.4 POLIMORFISMOS DO GENE ESR1 PODERIAM INFLUENCIAR OS NIVEIS DE
BIOMARCADORES DO METABOLISMO MINERAL E OSSEO?

Os polimorfismos Pvull e Xbal do gene ESR1 ja foram avaliados em relacdo
as mais diversas patologias, como doenca de Alzheimer, cancer de prostata, cancer
de mama, cancer renal, doenca cardiovascular, pré-eclampsia, dislipidemias,
doencas ésseas, entre tantas outras, contudo, sem uma concluséo definitiva sobre
quais genotipos estariam associados com maior ou menor risco para 0
desenvolvimento destas condi¢des. Os resultados sdo muitas vezes controversos
para uma mesma doenca e o efeito dos polimorfismos do gene ESR1 sobre a
atividade dos receptores néo esta totalmente elucidado (LEE; SONG, 2015; LI et al.,
2014; ATOUM; ALZOUGHOOL, 2017; TANAKA et al.,, 2003; DING et al., 2014;
SALIMI et al., 2017; GOMES-ROCHETTE et al., 2017; ZHU et al. 2018; YAZDI et al.
2017).

Os estudos de avaliagdo dos polimorfismos Pvull e Xbal na DRC e
transplante renal sdo escassos (KATO et al., 2007; WEISINGER et al. 2003). Apesar
de muitos estudos correlacionarem os polimorfismos do gene ESR1 com desfechos
relacionados ao metabolismo 6sseo, como DMO e risco de fratura, poucos sao,
também, os que associaram tais polimorfismos com parametros bioquimicos de
avaliacdo do metabolismo mineral e 6sseo (KOSHIZUKA et al., 2006; HAYAKAWA
et al. 2001; ZHANG et al. 2004; SAPIR-KOREN; LIVSHITS; KOBYLIANSKY, 2003).
Pode-se assumir que a analise dos niveis de célcio, fosforo, 25(OH)D e PTH em
fungéo dos polimorfismos Pvull e Xbal em receptores do transplante renal, realizada
no presente estudo, € inédita.

A andlise de equilibrio de Hardy-Weinberg demonstrou que a populacdo nao
se encontrava em equilibrio para ambos os polimorfismos. Para o polimorfismo Xbal,
foi observada auséncia de individuos com genétipo GG. Em estudo retrospectivo
realizado com mulheres menopausadas, Silva e colaboradores (2010)
demonstraram que o genotipo GG esta associado com alta incidéncia de aborto, o
que sustentaria o fato de esse ser um genotipo raro, a0 menos na populacao
brasileira (SILVA et al., 2010).

O hiperparatireoidismo secundario e a deficiéncia de vitamina D sdo comuns
na DRC e podem persistir mesmo apos o transplante renal, conforme ja mencionado
anteriormente (ARAUJO et al., 2018; CRUZADO et al., 2017; CIANCIOLO et al.,
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2016). No presente estudo, os individuos foram estratificados conforme os niveis de
PTH (<100 e >100 pg/mL) para avaliagdo da persisténcia do hiperparatireoidismo
secundario e de acordo com os niveis de 25(OH)D (<20 e >20 pg/mL), a fim de se
determinar deficiéncia desta vitamina. Tais condicdes foram associadas aos
genotipos dos pacientes avaliados para os polimorfismos Pvull e Xbal.

Esta avaliacdo indicou que a deficiéncia de vitamina D ocorre de forma
independente dos polimorfismos do gene ESR1, uma vez que ndo houve diferenca
nas frequéncias dos genétipos de acordo com a estratificagdo. O PTH, no entanto,
variou significativamente de forma dependente do polimorfismo Pvull, dado
confirmado na andlise seguinte, em que as medianas dos parametros foram
avaliadas em funcdo dos polimorfismos, e o genétipo CC do polimorfismo Pvull se
associou a niveis menores de PTH.Este resultado estd em desacordo com o
observado por Sapir-Korene colaboradores (2003), que analisaram se os efeitos
genéticos dos polimorfismos Pvull e Xbal sobre a DMO poderiam ser mediados
pelos niveis circulantes de PTH e 25(0OH)D, e observaram que o alelo C do
polimorfismo Pvull, mais especificamente, o haplotipo CG, estaria associado de
forma  significativa ~a  maiores  concentragcbes de  PTH (SAPIR-
KOREN; LIVSHITS; KOBYLIANSKY, 2003). Estes resultados discrepantes
exemplificam como as andlises em relacédo aos polimorfismos do gene ESR1 levam
a resultados variados, em diferentes populacdes, dificultando o estabelecimento do
real efeito sobre a atividade do receptor e como este possivel efeito se traduz na
fisiopatologia de véarias doencas e desordens.

Para os demais marcadores avaliados (calcio e fosforo)também néo foi
verificada a influéncia dos polimorfismos sobre suas concentracfes séricas.
Naturalmente, este resultado deveria ser esperado. O balango de célcio e fésforo no
organismo é altamente interligado ao metabolismo do PTH e da vitamina D. Uma
vez que os polimorfismos Pvull e Xbal ndo se correlacionaram com estes hormoénios,
a variacdo dos parametros bioquimicos em funcéo dos diferentes genaotipos também
seria improvavel. A associacdo dos polimorfismos do gene ESR1 com estes
parametros também néo foi observada em outros estudos. Zhang e colaboradores
(2004), ao investigarem a correlagédo entre tratamento com calcio em mulheres pés-
menopausa e o0s polimorfismos Pvull e Xbal, verificaram que, ap6s 1 ano de

tratamento, os niveis séricos de calcio, fosforo, fosfatase alcalina, PTH, 25 (OH)D e


https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez27.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Sapir-Koren%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14506618
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osteocalcina néo variaram significativamente em funcdo dos gendtipos destes
polimorfismos (ZHANG et al., 2004).
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7 CONCLUSOES

A persisténcia do hiperparatireoidismo secundario se mostrou um fator
compativel com a pior funcéo renal, avaliada pelos niveis séricos de creatinina e
eRFG;

Apesar dos elevados niveis de PTH, os receptores de transplante renal néo
exibiram alterac¢des significativas nos niveis de calcio, fosforo e 25(OH)D, sugerindo
adequado seguimento destes pacientes em relacdo a avaliagdo do metabolismo
mineral e 6sseo e manejo do hiperparatireoidismo secundario no poés-transplante
renal;

Com excecdo do PTH, os polimorfismos Xbal e Pvull do gene ESR1 nédo se
correlacionaram com os demais biomarcadores avaliados, demonstrando que, na
populacdo avaliada, outros fatores parecem influenciar mais significativamente o
metabolismo mineral e 6sseo no pos-transplante renal que a variavel genética

relacionada ao estrogénio.
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8 LIMITACOES DO ESTUDO

O estudo foi limitado pelo reduzido tamanho amostral para uma avaliacdo da
influéncia de polimorfismo genético sobre desfechos biolégicos. A populacéo
avaliada era pouco homogénea e os dados demograficos, bem como as
concentracfes séricas dos biomarcadores, ndo foram acessados para a totalidade
dos receptores de transplante renal, o que pode ter contribuido para a auséncia de
diferencas significativas de acordo com as estratificacées adotadas.

Além disso, a polifarmacia € uma condicdo frequente no pos-transplante
renal, e o possivel efeito das classes de medicamentos utilizados sobre os niveis

dos biomarcadores ndo foi avaliado.
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9 PERSPECTIVAS DE ESTUDO

Realizar uma avaliagdo longitudinal do metabolismo mineral e ésseo em
transplantados renais, determinando-se as concentracdes de biomarcadores no
momento pré-transplante e avaliacdo periddica apos a cirurgia a fim de se tracar o

perfil de variacao;

Avaliar o metabolismo mineral e 6sseo no pds-transplante renal com o
emprego de outros biomarcadores de remodelacdo 6ssea mais especificos, como
fosfatase alcalina 6ssea, osteocalcina, pro-peptideo aminoterminal do précolageno
tipo 1 (P1NP) e fragmentos carbdxi-terminal e amino-terminal do colageno (CTx e

NTX, respectivamente);

Avaliar o metabolismo mineral e 6sseo no pds-transplante renal em funcao de
desfechos, como variagdes na densidade mineral Ossea, fraturas, calcificacdes

vasculares, por exemplo;

Avaliar o efeito dos polimorfismos do gene ESR1 em coorte composta apenas
por mulheres receptoras de transplante renal, aumentando o “n” amostral dessas
pacientes, a fim de se determinarcom maior acuracia o efeito destes polimorfismos e
dos niveis de estrogénio sobre o metabolismo mineral e Osseo. Estratificar e
caracterizar melhor a populacdo feminina, a fim de avaliar a utilizacdo de
contraceptivos orais, terapia de reposicdo hormonal e outras terapias capazes de
influenciar essa populacdo especifica. Avaliar a populagdo feminina também em

relacdo a idade.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Grupo de Pacientes Transplantados Renais)

Titulo do Projeto: Avaliagao de marcadores inflamatérios/ 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 sao frequentes no pos-transplante renal. A
inflamagdo, a ativagdo do sistema imunoldégico, os disturbios da coagulagdo 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 érgaos 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 6rgaos e tecidos do mundo, destacando-se pelo crescente numero de
transplantes realizados a cada ano.

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

Para decidir se vocé deve concordar ou ndo em participar desta pesquisa, leia
atentamente todos os itens a seguir que irdo informa-lo(a) e esclarecé-lo(a) de todos os
procedimentos, riscos e beneficios pelos quais vocé passara segundo as exigéncias da
Resolugao 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 rejeicao, distribuidos em subgrupos de acordo com os niveis plasmaticos de
creatinina e o eRFG.

3. Descrigédo detalhada e explicagdo dos procedimentos realizados:

Sua participagéo 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 punc¢éo venosa, como dor local, tonteira ou sensagao de desmaio e, apés a coleta, o
possivel surgimento de uma mancha roxa (hematoma), devido ao extravasamento de
sangue de um vaso sanguineo. Geralmente ndo ha complicagbes e essa mancha roxa
desaparece em poucos dias.

Descrigéo 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 confirmagédo ou a exclusdo das
hipoteses geradas em torno das alteragdes em exames laboratoriais encontrados em
pacientes transplantados renais, bem como ira contribuir para a geracdo de materiais
didaticos, que possuem o objetivo de instruir e esclarecer os participantes sobre o
tratamento e a prevengao de diversas complicagdes associadas ao transplante de rim.

5. Despesas, compensagoes e indenizagoes:

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

6. Direito de confidencialidade:
Vocé tem assegurado que todas as suas informagdes pessoais obtidas durante a pesquisa
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 duavidas acerca de
procedimentos, riscos, beneficios, etc., através dos contatos abaixo:

Professora orientadora e responséavel 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 - 20 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 participagao é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso aos pesquisadores e a instituicdo de ensino.

Tive tempo suficiente para decidir sobre minha participagao 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 autorizagdo
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 divulgagdo dos mesmos, sempre preservando minha identidade.

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

Belo Horizonte, de de

Voluntario

Pesquisador Responsavel
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Ficha Clinica
"AVALIACAO DE MARCADORES GENETICOS, INFLAMATORIOS E HEMOSTATICOS EM PACIEN-
TES TRANSPLANTADOS RENAIS”
Prontuario:

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

1. Identificagao:

Nome:

DN:

\ Sexo:

Naturalidade:

Endereco:

Cidade:

Estado:

Tel:

Etnia:

2. Dados Clinicos:

a) Peso (Kg):
c) Doenca base:

Médico:

Outras Infos:

Altura (m)

IMC (Kg/m )
d)Comorbidades:

b) Dialise\Tempo:

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\
indugao:
Dados Laboratoriais -Data: ____ \__\_

Hemograma lonograma Bioquimica Bioquimica
Hm\Ht\Hb: \ Na\k: \ Creat: BD\BT: \
GL: Mg\P\CI: \ Uréia: Nivel Med____:
Seg\Bast: \ Ca\Cai: \ Ac. drico: 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: 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: Infecgdes pos-Tx:
Outros:




