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RESUMO

Introducao: O transplante renal é hoje a melhor forma de tratdmao paciente
com doenca renal cronica dependente de didliseaur@ento da sobrevida do enxerto é um
desafio continuo, necessitando muitas vezes desibgpenais para o diagndstico de lesdes
ocultas. Métodos menos agressivos de monitoramdatduncdo do enxerto renal séo
necessarios.

Obijetivos: Avaliar a fungéo renal e os niveis urinarios demgocinas e citocinas
em pacientes transplantados renais aos 30, 90 i@0@pos o transplante.

Casuistica e Métodos Foram avaliados 22 pacientes transplantados sen&
individuos higidos. Avaliada a funcdo renal e aceotracdo em urina de 24 horas de
RANTES/CCL5, MIP-b/CCL3, MCP-1/CCL2, IL1-RA, sTNFR1, sTNFR2, IP-10/CK10
e IL-8/CXCL8 em pacientes transplantados renais3@®0 e 300 dias apos o transplante, e
nos controles em Unico momento. Realizadas ava$adé acordo com o tipo de doador, e
presenca ou nao de rejeicdo ou infeccdo por citaloeigus (CMV).

Consideragbes éticasEste trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerd(S &Imero 490/05

Resultados No grupo total de transplantados (GT), houve menaiveis de MIP-
1a/CCL3 entre 30 e 300 dias (p: 0,0248). No grupo doadores vivos (Gdv) detectaram-se
menores niveis de sTNFR1 (p: 0,0445) e MCP-1/CQk:20(0452) entre 30 e 300 dias.
Aqueles pacientes com rejeicdo aguda ou infeccém @&V (G1) apresentaram menores
niveis de MIP-&/CCL3 entre 90 e 300 dias (p:0,048). No GT, aoglia8 de transplante,
houve uma correlacéo da funcédo renal com o M#ECL3 (r:-0,46 p:0,0284) e IL-8/CXCLS8
(r:-0,66 p:0,0008). A funcéo renal aos 90 diaselanionou-se com o MIPedCCL3 aos 300
dias (r:-0,72 p:0,026). No grupo sem rejeicdo agodlanfeccdo por CMV, MIP-d/CCL3
apresentou boa correlacdo com a funcdo renal aalas0(r:-0,6 p:0,0302). Aqueles com
doadores vivos (Gdv) apresentaram correlacdo gigtifa do STNFR2 aos 30 dias com a
funcdo renal aos 300 dias (r:-0,57 p:0,039). No, GBdflRa correlacionou-se aos 30 dias
(r:0,84 p:0,0043) e aos 90 dias (r:0,77 e p:0,0x2Bh a funcdo renal aos 300 digdv
apresentou maiores niveis NMCP-1/CCL2 aos 30 dias em relacdo a Gdf (p:0,03€Q).
apresentou menores niveis de MPECL3 aos 90 dias em relacdo a G2.

Concluséao MIP-1a/CCL3, IL-8/CXCL8, sTNFR2 e IL-1Ra apresentaram boa
correlagcdo com a funcao renal em algum dos peripdsdransplante. MIPeICCL3, MCP-
1/CCL2 e sTNFR1 alteraram durante o seguiment@dointes transplantados de diferentes
formas de acordo com a presenca de RA, infeccao@elV e tipo de doador. RANTES e
IP-10/CXCL10 urinarios foram constantes nestes gmaes estudados. Quimiocinas e
citocinas urinarias podem ser biomarcadores uosgrara transplantados renais no futuro.

Palavras-chave: transplante renal, citocinas urinaes, rejeicdo aguda, funcao
renal



ABSTRACT

Background: Nowadays renal transplantion is considered the best treatrizen
patients with end stage renal disease. To extemdethal allograft survival remains to be a
challenge. Sometimes the diagnosis of an injureaft gs made only with the biopsy.
Harmless diagnosis tools to monitor the renal adltigare necessary.

Aims: To study therenal function and urinary cytokines and chemokiofesenal
transplanted patients at 30, 90 and 300 days thieeransplant

Methods: We evaluate 22 renal transplanted patients anger@dder and age-
matched healthy controls. We measured renal fumaiand urinary levels RANTES/CCLS5,
MIP-10/CCL3, MCP-1/CCL2, IL1-Ra, STNFR1, sTNFR2, IP-10/CIXL0 and IL-8/CXCL8
in the transplanted patients at 30, 90 and 300 d#gs the transplant, and in the controls at
one time. Evaluations were based on the type obdoand the presence of rejection or
cytomegalovirus (CMV) infection.

Ethics issues The study was approved by the ethic committee ofimatitution.
Informed consent was obtained from all participants

Results In the total group of transplanted patients (GM)P-1a/CCL3 levels
reduced from 30 to 300 days (p: 0,0248). In thengjvdonors group (Gdv), STNFR1 (p:
0,0445) and MCP-1/CCL2 (p: 0,0452) levels were snah 300 days than in 30 days. Those
patients with acute rejection or CMV infection (Ghowed lower levels of MIPedCCL3 at
300 days than at 90 days (p:0,048). MIPEAACL3 (r:-0,46 p:0,0284) and IL-8/CXCL8
(r:-0,66 p:0,0008) levels showed a significant etation with renal function at 30 days after
transplant, in the GT. The renal function at 90dagrrelated with MIP-#/CCL3 levels at
300 days (r:-0,72 p:0,026) in G1. In the group withacute rejection and CMV infection
(G2), MIP-10/CCL3 levels showed significant correlation witaé function at 90 days
(r-0,6 p:0,0302). The Gdv showed significant clatien of STNFR2 levels with renal
function at 30 and at 300 days (r:-0,57 p:0,039)hke Gdf, IL-1Ra levels at 30 days (r:0,84
p:0,0043) and at 90 days (r:0,77 e p:0,0133) catedlwith renal function at 300 day8CP-
1/CCL2 levels at 30 days were higher in the Gdwntimathe Gdf (p:0,0390). MIPeICCL3
levels at 90 days were higher in the G2 than inGlie

Conclusion MIP-1a/CCL3, IL-8/CXCL8, sTNFR2 and IL-1Ra correlated hvit
renal function after transplant. MIRYCCL3, MCP-1/CCL2 and sTNFR1 reduced during the
follow up of the transplanted patients in differevdy according to presence of RA, CMV
infections and type of donor. RANTES and IP-10/CAQLevels remained stable in these
patients. Urinary chemokines and cytokines couldabgood urinary biomarker for renal
transplantation in the future.

Keywords: renal transplantation, urinary cytokines, acute rejection, renal
function
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INTRODUCAO

1-INTRODUCAO

Em janeiro de 2007, segundo a Sociedade Brasitw@ra\efrologia, existiam
aproximadamente 73605 pacientes com doenca rémacar(DRC) em dialise no Brasil. Este
namero representa uma prevaléncia de 391 por midbgmopulacdo, revelando um aumento
progressivo e expressivo nos ultimos anos (SES8QY)2Apesar de nao se ter dados exatos
do nimero de pacientes potencialmente candidatseatores de transplante renal, estima-se
que aproximadamente um terco destes pacientessémlatos ao transplante renal (ZIVCIC-
COSIC, 2003; PEREIRA, 2005). No Brasil, segundosaotiacao Brasileira de Transplantes
de Orgaos, foram realizados em 2004 3332 trangsargnais e em 2007 3397 o que
representa um aumento de 1,95%. Por outro ladoneero de pacientes em didlise aumentou
de 59104 para 73605, ou seja um aumento de 24C53%mento do niumero de pacientes em
terapéutica renal substitutiva a aptos para o hélredo foi acompanhado pelo aumento do
namero deste procedimento. Além disso, difereneggomais nos indices de TX renal no
Brasil revelam nimeros assustadores (29,92 tramsglanilhdo de habitantes na regido Sul e
3,13 transplantes/milh&o de habitantes na regidteNd= possivel que fatores econémicos e
culturais sejam 0s responsaveis por estas difeseiNgste contexto, a sobrevida do enxerto
(transplantado) torna-se fator importante pardaew retorno destes pacientes a lista de
espera para transplante renal e a terapéuticasebstitutiva (SESSO, 2007; RBT, 2007).

De acordo com a legislacdo brasileira, atravégid@i34 de 4 fevereiro de 1997, o
transplante renal pode ser realizado com 3 tipododelores: o doador vivo relacionado, o
doador vivo n&o relacionado e o doador falecidalo@dor vivo relacionado inclui somente
até o 4 grau de parentesco e o doador néo relacionadoggoatdo de conjuge, necessita de

autorizacao judicial.
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A sobrevida do enxerto renal para receptores asptante de doadores-falecidos
esta proxima de 90% no final do primeiro ano e 42% 10 anos no Brasil (OPTN/SRTR,
2007).

A rejeicdo aguda (RA) e a nefropatia cronica doeeiox (NCE) séao fatores
importantes e decisivos na evolucdo do transpleertal. Embora a introducdo de novas
medicacdes imunossupressoras tenha propiciado mahtrole contra a RA, apds 10 anos
de transplante 50% dos pacientes apresentam NC&ndassim, 10 a 20% dos pacientes
transplantados desenvolvem RA no primeiro ano. dlhals recentes demonstram que
citocinas podem ser marcadores da RA e da NCEaDasha, a avaliacdo destes marcadores
e/ou preditores de rejeicdo pode ser de importgméitica, com a possibilidade de propiciar
melhor controle clinico através do diagndsticcatatnento precoce da rejeicdo ao transplante

renal.

1.1 Rejeicdo ao enxerto renal

A rejeicdo do enxerto é classificada segundo asctaisticas histopatoldgicas ou
do tempo de curso. De acordo com os padrdes histbgmos renais, a rejeicdo é
classificada pelos critérios adotados apés reuaiioBANFF (CANADA), e conforme o
tempo de curso, é considerada hiperaguda, agudaiea (RACUSEN, 1999, 2004).

A rejeicdo hiperaguda € caracterizada pela ocltsfnbotica da vasculatura do
enxerto que se inicia minutos a horas ap6s a anastvascular do enxerto no receptor. E
mediada por anticorpos pré-existentes na circula@gibospedeiro que se ligam a antigenos
endoteliais do doador (ABBAS, 2003).

A rejeicdo aguda ocorre nos primeiros 6 meses pdsplante e é caracterizada

por um aumento abrupto dos niveis de uréia e oiratiassociado a reducdo do volume
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urinario. Apos a introducao da ciclosporina, héogpnadamente 20 anos, dor a palpacéo do
enxerto e febre, freqientemente observadas nodmgss#o sS40 mais comuns.

A rejeicdo cronica denominada hoje como nefropati@nica do enxerto,
apresenta-se de forma insidiosa, com aumento wgmiveis de uréia e creatinina. Para o
seu diagnostico € importante a bidpsia renal, dweser diferenciada das glomerulopatias
recidivadas, de novo; infecgcbes oportunistas e rejeicdes subclinicatasElltimas sao
caracterizadas pela presenca histolégica de rejeagéida sem alteracdo de funcao renal
(NANKIVELL, 2003; AFZALI, 2005).

Baseado nos critérios de BANFF, a biopsia do riandplantado pode ser
classificada em normal, rejeicdo mediada por argas) rejeicadoorderling rejeicédo celular
aguda (RCA) e nefropatia cronica do enxerto (NCEBQUSEN, 1999; RACUSEN, 2004).

A rejeicdo mediada por anticorpos é caracterizada presenca de pelo menos 3
dentre 4 alteracdes: C4d no enxerto renal, presdacanticorpo anti doador (anti-HLA),
caracteristicas tissulares de rejeicdo aguda ea pier funcdo renal. Aborderline é
caracterizada pela suspeita clinica de RCA comsfatm tubulite. A RCA é caracterizada
histologicamente pela infiltracdo intersticial délutas mononucleares e ocasionalmente
eosindfilos, e rompimento da membrana basal tubfdoulite) por infiltragdo celular. A
nefropatia crénica tem como caracteristica a pgesee fibrose intersticial e atrofia tubular
(ABBAS, 2003; RACUSEN, 2004).

A rejeicdo aguda € um processo de lesdo vascuydaremquimatosa mediada por
células T e anticorpos, que geralmente se inicis apprimeira semana do transplante. As
células T ativadas, em resposta principalmente aléaulas de antigeno de
histocompatibilidade humano (HLA) em células patémgtosas e endoteliais destroem
células do enxerto ou produzem citocinas que ragrwg ativam células inflamatérias com

consequente lesdo do enxerto. As células endsted@ os alvos mais precoces a serem
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lesados nos enxertos renais. Endotelite microvasadilum achado inicial freqiente em
episodios de rejeicdo aguda. Endotelite ou artémiienal em artérias de tamanho meédio
também ocorrem em um estagio inicial de rejeicamage € indicativa de rejeicdo grave. As
células T CD4 e CD8 contribuem com a rejeicdo agWdaias evidéncias sugerem que 0
reconhecimento e morte de células do enxerto pdoditos T CD8 sdo importantes
mecanismos de rejeicdo aguda. As células T CD4etsexlo citocinas e induzindo reacdes
tipo hipersensibilidade no enxerto, parecem sebé&mimportantes na rejeicdo aguda. Os
anticorpos podem também mediar rejeicdo agudandieva necrose transmural da parede
vascular com inflamacdo aguda, diferente da ocltrsfobdtica sem necrose da parede que
ocorre na rejeicao hiperaguda (ABBAS, 2003).

A rejeicdo cronica, também denominada de NCE, actenizada pela fibrose e
distarbios vasculares com perda da funcédo do em@cbrrendo por um periodo prolongado.
Embora seja a principal causa de perda do enxea@atogénese € menos conhecida que a
rejeicdo aguda e hiperaguda. A fibrose pode seswtado de rea¢cdes imunes ou de producéo
de citocinas que estimulam fibroblastos ou reptesercatriz apés a necrose celular da
rejeicdo aguda (ABBAS, 2003).

As citocinas sdo proteinas sollveis, de baixo pesmecular, produzidas
geralmente em reposta ao estimulo de antigenoatofimm como um mensageiro quimico
para regulacdo de sistema imune adaptativo e (BB8&LMAN, 1995). Quando produzidas
por fagdcitos mononucleares sao denominadas maseiguando produzidas por linfécitos,
linfocinas. Por outro lado, existem evidencias de gma mesma proteina pode ser elaborada
por linfocitos, mondcitos e outras células, inclldnas células endoteliais. Historicamente,
sdo denominadas interleucinas por serem citocinadupidas por leucdcitos e agirem em
outros Iceucdcitos. Em que pese a evidéncia demsereduzidas ou atuarem além dos

leucdcitos, a nomenclatura foi mantida por questiepadronizacdo (ABBAS, 2003). Estas
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proteinas sédo produzidas por todas as células\edaslna resposta e na apresentacao de
antigeno, especialmente linfocitos T helper.

No enxerto renal, a deteccao intraenxerto de mRNAr@dnzima B, interleucina
(IL)-10 e IL-2 correlacionam com RA, enquanto asgrega de fator de transformacéo e
crescimento do tipo beta (TGHj-esta relacionada com NCE (SUTHANTTHIRAN, 1997).
Em outro estudo, foi identificado aumento da exgaesintraenxerto de IL-7, IL-8/CXCLS,
IL-10, IL-15, RANTES/CCL5, Faz ligand, perfurinageanzima B, mas ndo IL-2, interferon
(IFN)-alfa ou IL-4 na RA (STREHLAU, 1997).

As quimiocinas sdo citocinas que apresentam papetrat na fisiologia
leucocitaria ao controlar o trafego basal e infl@ma. S&o polipeptideos de 8 a 12kD com
duas alcas internas de dissulfeto. S&o classificania familias baseadas no numero e
localizacdo de residuos de cisteinas N-terminass.ddas principais familias sdo as CC
quimiocinas, com residuos de cisteina adjacentéaméia CXC, onde estes residuos séo
separados por um aminoacido (ABBAS, 2003). As quiinas podem ser categorizadas em
induziveis e constitutivas. As quimoquinas indusiygodem ser estimuladas por qualquer
estimulo que altera a homeostase celular, e o RN&gmuimoquinas pode aumentar mais de
300 vezes em poucas horas de ativacdo (GERARD)).28681onstitutivas sdo responsaveis
pelo trafico leucocitério basal e pela formacaadpiitetura de érgdos linféides secundarios
(GERARD, 2001).

Segundo Cardoni e colaboradores, na etapa de indiacéesposta inflamatoéria do
transplante renal, células apresentadoras de aag@&\PC), linfécitos T ativados (LTa) e
células natural killers (NK), na presenca de IL-1218 e TNF-alfa levam ao aumento de
producdo de células T helper 1 (LTh1l). Consequesnén hd um aumento da expressao de
genes de CD-26 e LAG-3 (genes de ativacao linfoajtae de receptores CCR5 (receptores

de RANTES/CCLS5, MIP-&/CCL3 e MIP-B/CCL4) e CXCRS3 (receptor de IP-10/CXCL10
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(proteina induzida por IFN}, I-TAC/CXCL11 (T a-quimioatractante induzivel por IFN-e
MIG/CXCL9 (monoquina induzivel por IFM}, expresso em LTh1 ativados.

No caso de estarem presentes as IL4, IL10, IL1&rec@aumento da producdo de
células T helper 2 (LTh2) e estimulo da express8€D30, CD62L (expressdao em células
ativas leva a entrada de orgaos linfoides perdéjic CCR3 (receptor de eotaxina em
eosinofilos), CCR4 (receptor de TARC/CCL17, quinmacdo timo regulada por ativacéo) e
MDC/CCL22 (quimiocina derivada de macréfagos), espo em células T, NK e células
dendriticas (DC), CCR8 (receptor de 1-309/CCL1jwdeto do gen 3 de ativacdo celular, que
€ expresso em células T e neutréfilos) e CXCR4efiier de SDF-A/B/CXCL12, fator
derivado do estroma, que é expresso em T-CD4 asyddC e eosinofilos) (CARDONI,
2005).

De acordo com Hu e Knechtle, as quimiocinas pod#laenciar pelo menos trés
aspectos da biologia do enxerto renal: 1- a restdor do fluxo sangliineo no enxerto pode
levar a lesdo de isquemia reperfusdo, onde quirm@saiecrutam leucécitos; 2- respostas do
receptor a infec¢do durante a supressdo imunev&ama@s quimiocinas e 3- 0s componentes
inflamatorios na RA e NCE séo controlados por gaaimas.

Estes autores (HU & KNECHTLE), avaliando as quinmas e citocinas urinarias
em transplantados renais as dividide em trés grupos

1- Aquelas que estdo aumentadas em receptores ApMTA (Necrose Tubular
Aguda), NCE, fungc&o normal do enxerto, assim camidviduos higidos: angiogenina, TIMs
(tissues inhibitors of metalloproteingsaeceptor 2 de TNF solavel, ligante de receptor 3
indutor de apoptose relacionado a TNF

2- Aquelas que tém baixa expressdao em receptoresratsplante renal e
individuos higidos: IL-1lbeta, IL-2, sR IL-6, MIP-1a/CCL3, MIP-13/CCL4, MIP-

3a/CCL20, IL-18 e TNFe.
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3-Aquelas que estdo mais aumentadas em receptoreRA, NTA, NCE, do que
naqueles com funcdo normal do enxerto e individomsdos: Adiponectina, IGFBP-1
(proteina ligadora de fator de crescimento “insilike”1), IGFBP-2, IGFBP-6, IL-
8/CXCLS8, leptina, MCP-1/CCL2, MIPdl sTNFR1, osteoprotegerina e receptor ativador de
urokinase plasminogénio (HU, 2006).

Neste sentido, Li e colaboradores mostraram um doépara diagnostico de RA
em enxertos renais mensurando RNAm de perfurinamezgna B em células de sedimento
urinario com sensibilidade e especificidade maigr §0% (LI, 2005). Devarajan demonstrou
promissores biomarcadores de injuria renal aguslapostos de NGAL (lipocalina associada
com gelatinase de neutrofilos humanos) e cist&ipara um painel plasmatico e NGAL, IL-
18 (citocina induzida e clivada em tubulo proximalKIM-1 (molécula de injdria renal 1,
expressa em células tubulares renais proximais par painel urinario (DEVARAJAN,

2007).

1.2 Quimiocinas e citocinas no transplante renal

1.2.1 Quimiocinas e Citocinas em biépsia e sangue ttansplantados renais

Véarias quimiocinas e citocinas sdo pesquisadas angug e bidpsia de
transplantados renais. Descreveremos alguns dogedainflamatorios mais comumente
relatados e sua relacdo com NCE, RAC, dislipidemideccoes.

Na pratica clinica do transplante renal, a biopsiaal ainda é o exame de
referéncia para o diagnéstico de RA ou NCE. Poroolatdo, na avaliacdo destes materiais
tissulares, existe controvérsia na predominanciguifaiocinas e citocinas. Entretanto, parece
gue receptores CCR5 e CXCR3, e seus ligantes, iédominio na RA.

Robertson et al, demonstraram maior apresentacaM@e-1/CCL2 e MIP-

1B/CCL4 em rejeicdes agudas BANFF 2 em relagdo a BANRum estudo de 47 biopsias
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renais em menos de 48 dias de transplante, enqUiRAMTES/CCL5 e MIP-&/CCL3
tenderam ao mesmo comportamento com diferenca s@nificncia estatistica
(ROBERTSON, 2000). Entretanto, Oliveira e colaborad ndo demonstraram aumento de
expressdo de MCP-1/CCL2, IL-8/CXCL8 e MIBALCL3 e sim de IL1-Ra e IL-6 numa

avaliagdo de bidpsias renais com e sem RAC, amksaviIP-1o/CCL3, e ndo as outras

citocinas, ser maior naqueles com NCE (OLIVEIRA, 1997). RANTESL5 € uma
quimiocina para céls T de memoadria, mondcitos enébfitdss. RANTES/CCLS é expresso
durante rejeicdo celular aguda, 3 a 5 dias apeacdid de células T, e seu RNAm € detectado
em células mononucleares infiltrativas e epitélidoular renal (PATTISON, 1994).
RANTES/CCL5 é quimioatraente para linfocitos T, mcitos, células natural Killer,
basofilos, eosinodfilos, aléem de ativar célulasanfatorias. Por estes motivos, seria uma
quimiocina importante como marcador da rejeicadransplante renal (KRENSKY, 2007).
Apesar destas descobertas, Baer ndo demonstraendiée dos niveis de RANTES/CCL5
séricos e urinarios entre 0 1° e 12° dia de ttansprenal.(BAER, 2005).

Avaliando segmentos do enxerto, Ruster et al, e®42@erceberam maior
infiltracdo de células MCP-1/CCL2 e CCR5 (receptefular de RANTES/CCL5, MIP-
1a/CCL3 e MIP-B/CCL4) positivas na regido tubulointersticial justeical em 15 enxertos
renais com rejeicdo aguda em relacdo a 9 com N@EieHl ultimos, houve maior expressao
glomerular de MCP-1/CCL2 e tendéncia a menor mfijio generalizada de células
RANTES/CCL5, MCP-1/CCL2, CCR2 e CCRS5 positivas (RER, 2004).

Apesar da observacdo desses autores, Segerendi aehcontraram diferenca na
expressdo de MCP-1/CCL2 em 26 bidpsias com rejeigada com relacéo a 5 controles ndo
transplantados, mas um aumento de CXCR3 (recepstulac de [P-10/CXCL10,
MIG/CXCL9 e I-TAC/CXCL11) e CCR5 (SEGERER, 2001fste mesmo autor, em estudo

anterior, ja havia demonstrado que IP-10/CXCLI1@a(k receptor CXCR3), MIPaACCL3 e
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MIP-1B/CCL4 (ligam a receptor CCR5) estavam aumentadobiépsias renais durante RA
(SEGERER, 1999). Células inflamatérias infiltraiyaespecialmente as células T e
macrofagos, expressaram os receptores de quimaeg@aR5 e CXCR3 (SEGERER, 1999).

Outro estudo demonstrou, em biopsias de 16 pasignémsplantados, maior
expressdo de MIG/CXCL9, CXCR3 e IP-10/CXCL10 nagaetom NCE e glomerulopatia
do transplante em relacdo aqueles somente com NKAL(N, 2003).

Os niveis plasmaticos pré transplante e o polimmidi genético destas citocinas e
quimiocinas sao fatores importantes na evolucabl@g e RA. Kruger et al demonstraram,
apos genotipagem de leucocitos de sangue periféec61 pacientes transplantados renais,
que diferentes polimorfismos de RANTES/CCL5, denmdos -28G/G e -403G/A,
interferem na taxa de rejeicdo aguda recorrentejosgue 403G/A parece ser protetor da
rejeicdo (KRUGER, 2007). Este mesmo autor, avatiawd polimorfismo genético de
RANTES/CCL5, demonstrou que alguns genétipos seimiam com a sobrevida do enxerto
(KRUGER, 2002). Outros autores também demonstragams a quantificacdo sérica pré
transplante de IP-10/CXCL10 é capaz de predizésam de RAC e NCE (ROMAGNANI,
2005; ROTONDI, 2004; DUFOUR, 2002; WANG, 1996).

Nos momentos iniciais do transplante, quando acente primeiro contato da
corrente sanglinea do receptor com o0 enxerto, aguitocinas sdo de grande importancia,
como o MCP-1/CCL2, IL-8/CXCL8 e IP-10/CXCL10, inflnciando na leséo de isquemia-
reperfusdo. Avaliando a expressao de citocinas rerar apds reperfusdo no transplante,
Araki et al encontraram maior expressao de MCP-LZ§em correlagdo com o tempo de
isquemia fria (TIF). Além do aumento de expressé&tas quimiocinas, demonstrou também
relagdo com o TIF, principalmente nos casos deatdatecido. Por outro lado, os niveis de
IP-10/CXCL10 foram maiores somente nos casos ddadoavo, enquanto RANTES/CCL5

e CCR5 nao apresentaram diferenca entre doadoevisdecido (ARAKI, 2006).
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Sendo a infeccédo pelo Citomegalovirus (CMV), uma iddeccdes oportunistas
mais freqlentes no paciente transplantado renaracterizada por ser imunomoduladora,
Nordoy et al avaliaram pacientes com doenca per\d@siis, com antigenemia positiva para
este e sem doenca, e com antigenemia negativa e@amga. Conseguiram correlacionar a
antigenemia de CMV com os niveis seéricos de IL-8C& (r:0,63) e MCP-1/CCL2 (r:0,44)
durante o pico da doenca ou periodo de positividadeom o IL-8/CXCL8 (r:0,57) no
seguimento da infeccdo. MIRYCCL3 ndo apresentou correlacdo com antigenemia ou
doenca por CMV (NORDOQY, 2000). Em estudo recente laopsias renais de ratos
transplantados com e sem esta infeccédo, Souleabaradores demonstraram que 0s ratos
infectados desenvolviam NCE mais precocemente alden maior expressao de
RANTES/CCL5, MCP-1/CCL2, MIP-d/CCL3 e IP-10/CXCL10. RANTES/CCL5 e MCP-
1/CCL2 apresentaram pico de expressdo no finalcdmpanhamento e IP-10/CXCL10 ao
inicio do processo (SOULE, 2006).

Algumas drogas com acgdo anti-inflamatéria foramliaslas no cenario do
transplante renal. Grone e colaboradores avaliaragfo de um antagonista do receptor de
RANTES/CCL5, o Met-RANTES, em ratos transplantaelmsuso de ciclosporina (Csa), sem
uso de Csa, usando Csa e Met-RANTES, e sem usc@end@s com uso de Met-Rantes.
Demonstraram que este antagonista reduz a adesdeutdcitos ao endotélio, e a expressao
de IL-1o, IL-1B, TNF-a, TNF$ e IFNS (GRONE, 1999). Também avaliando esta droga,
Song el al demonstraram uma reducado da infiltraigibnfocitos e macréfagos em enxertos
de ratos tratados com ciclosporina apés 2 semaeasadsplante, além da reducdo da
expressdo de RNAm de IL-2, IIBL TNF-« e RANTES/CCL5. Apds 28 semanas houve
reducdo da glomerulosclerose, da fibrose inteadtida atrofia tubular, da proliferacao
intimal arterial e da infiltracdo de mondcitos. GMMRANTES também reduziu a expressao

de TGF$, PDGF-B (fator de crescimento derivado de plag)etapesar de ndo alterar a
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depuracdo de creatinina (SONG, 2002). Horuk e oo#imres utilizaram um potente
antagonista do receptor CCR1 (ligante de RANTES/&GUP-10/CCL3 e MCP-3/CCL7), 0
BX 471, em coelhos transplantados renais em usGsdee demonstraram que esta droga
reduz a necrose do tecido renal, mas ndo é capabdstuir o inibidor de calcineurina e esta
sendo apontado como um possivel candidato na teregpémunossupressora (HORUK,
2001).

Os inibidores de enzima conversora de angiotendlB@A) sdo amplamente
conhecidos como renoprotetores atraveés de suas agfiébroticas e no endotélio vascular
(REMUZZI, 1998; TAAL, 2000). Avaliando biépsias @a de grupos de ratos transplantados
em uso de IECA, Noris e colaboradores demonstramagthor funcdo renal e menor
expressdo de MCP-1/CCL2, mas ndo de RANTES/CCL5GE com 13 meses de
acompanhamento (NORIS, 2003).

As estatinas sdo drogas efetivas no tratamentodidéipidemias. Estudos tém
demonstrado sua acdo antiinflamatoria endovascektgbilizando placas de ateroma e
melhorando a funcdo endotelial (SORRENTINO, 2008ang e colaboradores estudaram
pacientes transplantados renais em uso de estata@sonstraram reducao dos niveis séricos

de MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5, CCR5 e CCR2 ap0s inddalroga (WANG, 2006).

1.2.2 Citocinas e Quimiocinas em urina de transpldados renais

Foi realizada revisdo sistematica da literaturdizahdo-se o software OVID no
periodo de 1950 a 42 semana de fevereiro de 2088taNbesquisa foram utilizadas as
palavras-chave: MIPe3CCL20, IL-8/CXCL8, IL-6, TNF, IL-10, MCP-1/CCL2, -1
TAC/CXCL11, MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10, TGH, slIL1-RA, EGF, RANTES/CCL5

combinadas com transplante real e niveis urin&i@geicdo ao transplante.
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TABELA 1: Publicacdes relacionadas a citocinasamas no transplante renal

rto

to

]

Autor Ano N Citocina Objetivo
Prodjosudjadi 1996 | 20 MCP-1 RA
Paolo 1997 | 29 EGF, IL-6 RA e NIA
Grandaliano 1997| 20 MCP-1 RA
Sibbring 1998 | 27 IL-8, MIPfA RA
Smith 2000 | 13 IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, TNF RA, ITU
Yamada 2003| 16 TGF Funcéo enxel
Hu 2004 | 99 I-TAC, MIG, IP-10 RA
Kanmaz 2004 | 7 (macacos) MIG, IP-10 RA
2004 | 26 RANTES, IL-10, IL-2, TGF, | RA
Kotsch TNF, IFN
Tatapudi 2004| 58 IP-10, CXCR3 Funcéo enxe
Teppo 2004 | 79 TGF Funcao enxer
Woltman 2005 | 80 MIP-@ RA
2005 | 19 IL2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN, | RA
Jimenez TNF
Hauser 2005| 54 MIG, IP-10 RA
Baer 2005 | 17 RANTES proteinuria
Teppo 2005| 46 TGF, I-CAM, TNF CMV
2005 | 66 IL-6, IL-8, SIL-1RA Bacteritria
Sadeghi assintomatica
Matz 2006 | 35 IP-10 Funcdo enxer
2006 | 47 IL-6, IL-8 Bacteriuria
Ciszek assintomatica
Boratynska 2006 17 MCP-1 Decoy cells
Helantera 2006| 46 TGF, I-CAM, TNF CMV

Verificou-se grande variabilidade nos estudos, €lead metodologia até os

desfechos clinicos avaliados (TAB. 1).

Woltman e colaboradores demonstraram que M##&GL20, em amostra de urina

simples, num estudo com 80 pacientes, esta aunmentadejeicdo aguda, correlaciona-se

com os niveis de creatinina, mas ndo precede @lieide funcao renal (WOLTMAN, 2005).

Outros trabalhos tentaram relacionar a excrecé@ua de TGH com a rejeicao

cronica do rim transplantado. Yamada e colaborad@ealiando 16 pacientes com fungéo

renal estavel apds 1 ano de transplante, correla@m o aumento do nivel de TGF urinario e

atividade de renina plasmatica como preditores @éumcao renal . Neste estudo, 7 pacientes

com NCE apresentaram maior excre¢do urinaria de-§@FRtividade de renina plasmética
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em resposta a inibidores de enzima conversora gietansina, que aqueles sem nefropatia
cronica (YAMADA, 2003). Teppo e colaboradores aaaim 79 receptores 6 meses pos
transplante renal e correlacionaram o aumento deeg&o urinaria de TGF-com a lesdo
tubular proximal e piora da funcéo renal (TEPP@4)0 Matl e colaboradores evidenciaram
em biopsias renais que a expressao tissular defT€#eorrelacionava com a vasculopatia
cronica, mas ndao com a nefropatia cronica do emX8ATL, 2005). Tinckam e Alakulppi
demonstraram que determinados gendtipos de [ risco aumentado de rejeicdo aguda
(TINCKAM, 2005; ALAKULPPI, 2004). De acordo com @ftio, o uso de diferentes
imunossupressores tem influéncia na expressdo defTsangiineo (CITTERIO, 2004).
Portanto, a determinacdo das concentracdoes sérigen@ria de TGH tem mostrado
resultados promissores, correlacionando-se bem @gradrdao de evolucédo da rejeicdo de
enxerto renal. Existe a perspectiva de que a dosagagiinea e urinaria de TGpossa ser
instrumento importante na abordagem do transptania, principalmente no que diz respeito
a intervencao terapéutica precoce e ao prognostico.

Analisando 22 transplantados renais com bacteragsintomatica (17 mulheres e
5 homens) e 25 (18 mulheres e 7 homens) sem dtaee;ées infecciosas, foi demonstrado
que a IL-8/CXCL8 em amostra Unica esta aumentadatramsplantados e que ndo ha
diferenca nos niveis de IL-6 (CISZEK, 2006). Em atras de urina de 24 horas na auséncia
de infeccdo urindria ou CMV, Sibbring e colaboradodemonstraram que [L-8/CXCL8
estava aumentado em 21 pacientes com rejeicao aglular em relacdo a 6 com rejeicao
vascular crénica, mas sem alteragcdes em imunohisiicps de rejeicdo nas bidpsias renais.
A producado de MIP{Y/CCL4 urinério ndo diferiu entre os grupos e a egpéo nos tubulos
renais contorcidos e coletores foi maior para esteina e para IL-8/CXCL8 do que para

MCP-1/CCL2 (SIBBRING, 1998).
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O fator de crescimento epiderméide (EGF) € um gdepti promotor de
crescimento, que se encontra expresso na alca wle Eelbulo contorcido distal (RALL,
1985; SALIDO, 1989; NOUWEN, 1994; GESUALDO, 1996%intetizado quase
exclusivamente dentro do rim, sua concentracaardthmaticamente em pacientes com IRA
(TAIRA, 1993). Paolo e colaboradores avaliaraneisiurinarios de 9 horas de coleta (7 dias
e 21 dias de transplante, e pré tratamento de@ejee expressdo em biopsia renal de EGF e
IL-6 em 29 pacientes transplantados renais. Tissplantados renais com funcéo renal
estavel e 10 amostras de tecidos viaveis de rimsaawcinoma foram usadas como controle.
Dos pacientes transplantados, 16 apresentavamaejaguda e 13 necrose tubular aguda ou
nefrotoxicidade por ciclosporina. O EGF estava rettu em ambas amostras. Ja a IL-6
apresentou-se aumentada na rejeicdo aguda, masradal na necrose tubular aguda ou
nefrotoxicidade por ciclosporina (PAOLO, 1997). 8me colaboradores demonstraram um
aumento de IL-6, IL-8/CXCL8 e TNE-em amostra Unica de 3 transplantados renais com
rejeicdo aguda em um grupo de 13 pacientes (SMP090). Sadeghi e colaboradores
avaliaram 2 grupos de 66 pacientes com e sem ha@Eesssintomatica com 12 a 21 meses
de transplante renal. Em analise Unica de urin®a demonstraram que os homens com
bacteridria apresentavam maior nivel de IL-6, IC8CL8, antagonista do receptor soluvel
de IL-1 (sIL-1Ra) e razao urina/plasma de IL-6 de @queles sem o fator estudado. Entre as
mulheres, os niveis de IL-6 e IL-8/CXCL8 foram dares, com leve aumento dos niveis slL-
1Ra e da razéo urina/plasma de IL-6 (SADEGHI, 2005)

Jimenez e colaboradores demonstraram que pacopreetesenvolvem rejeicao ao
enxerto renal apresentam niveis mais elevados-d®/ILXCL10 e IFNy no plasma e urina
comparado com pacientes sem rejeicdo. Este alwiargue as citocinas e quimoquinas
podem se originar tanto de células inflamatériafiltrativas como de células renais.

(JIMENEZ, 2005).
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Prodjosudjadi e colaboradores, na Holanda, avatiaraivel de MCP-1/CCL2 em
plasma e urina de 24h de 20 pacientes com rejeigéida e em 20 pacientes sem rejeicao.
Correlacionaram o nivel urinario desta citocina aomgrau de rejeicdo, e demonstraram seu
aumento no grupo que apresentava rejeicao (PRODDA@AD, 1996). Em urina de 9 horas,
Grandaliano e colaboradores, avaliando 13 trantgaas renais com rejeicdo aguda e 7 com
necrose tubular aguda, demonstraram um aumentoGR-MCCL2 naqueles pacientes com
rejeicdo aguda. Nos pacientes com necrose tubgladaa a expressdo de MCP-1/CCL2,
embora maior do que nos controles, foi menor domgupieles com RA (GRANDALIANO,
1997).

Niveis urinarios elevados de T@Horam encontrados no periodo pos transplante
inicial. Os niveis elevados dos primeiros dias redu gradualmente num periodo de 2 meses,
mantendo-se entretanto maiores que em individupddsi (GOUMENOS, 2003). Resultados
semelhantes destes niveis correlacionando com @xaacdo de albumina urinariaaé-
microglobulina tem sido reportados em enxertos iseBameses ap0s o transplante renal
(TEPPO, 2004). Estes niveis elevados tém sido tamtedacionados ao grau de fibrose
intersticial na nefropatia cronica do enxerto (BORAISKA, 1999; GRANDALIANO,
2001).

llkka e colaboradores demonstraram maior excregéwania de TGH3 em
transplantados renais na vigéncia de infeccdo pd¥ CGHELANTERA, 2006). Em outra
avaliacdo de infeccdo oportunista, Boratynska ebavhdores avaliaram 174 transplantados
renais em 5 anos, demonstrando aumento de MCP-2/@hario. Isto foi constatado em 17
pacientes que apresentavadecoy cells em amostras Unicas de urina com média de 20
semanas de transplante na deteccao da alteracdelagi@o aos controles (BORATYNSKA,

2006).
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Hu e colaboradores, analisando urina simples pngsia renal de 99 pacientes,
demonstraram elevacao de I-TAC/CXCL11, MIG/CXCL®Pel0/CXCL10 em vigéncia de
rejeicdo aguda, nefropatia por polioma virus e astubular aguda, mas ndo em casos de
rejeicdo borderline, NCE e funcédo estavel de eoxes¢ndo o nivel mais acentuado das
altimas 2 citocinas, com sensibilidade de 88,6%peeificidade de 87%. Com o tratamento
da rejeicdo aguda, MIG/CXCL9 e IP-10/CXCL10 redamir dias antes da reducdo da
creatinina sanguinea. IP-10/CXCL10 urinaria reduain todos pacientes, e esta reducao
iniciou-se 2 a 5 dias antes da Cr sérica. Estadtaees indicam que a elevacao de niveis
urinarios de quimiocinas ligadoras a CXCR3 coriiela& bem com a disfuncéo do enxerto, e
a determinacao destas quimiocinas na urina podéitdgpara monitorar a efetividade da
terapia antirejeicdo em conjunto com a Cr (HU, 32004anmaz e colaboradores
demonstraram que o0s niveis urinarios de MIG/CXCL9Pe€l0/CXCL10 de 7 macacos
transplantados renais aumentaram antes da eledac&oeatinina na presenca de rejeicao
aguda. Nas biopsias renais, houve aumento da sfpreke MIG/CXCL9 em glomérulos,
tubulos e células infiltrantes (KANMAZ, 2004). Hamse colaboradores conseguiram
demonstrar, em 15 pacientes com rejeicdo agudaoddatum grupo de 69 transplantados
renais, a predicdo deste evento através do MIG/@GXEIP-10/CXCL10 em amostras unicas
de urina assim como a boa resposta do tratamentG/GMCL9 apresentou maior
sensibilidade (93,3%) e especificidade (89%) pajeigdo aguda, com boa correlagdo com
IP-10/CXCL10 (p<0,01), e ndo se alterou em preseecaecrose tubular aguda. O aumento
destas citocinas ocorreu de 2 a 3 dias antes derdarda Cr e 6 a 7 dias antes do diagndstico
histopatolégico de rejeicdo aguda (HAUSER, 2005tAe colaboradores acompanharam 35
transplantados renais por 6 meses e demonstrararo RNAmM de IP-10/CXCL10 urinario
no 1° més pés transplante apresentava uma sedesitglde 58% e especificidade de 75% para

a funcao renal de 3 e 6 meses. Uma sensibilidadel@%ecom especificidade de 95% para
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rejeicdo aguda foi mensurada para o IP-10/CXCLItAtD 2 a 3 dias antes da bidpsia renal
(MATZ, 2006). Tatapudi e colaboradores hipotetisague a mensuracdo do RNAm do IP-
10/CXCL10 ou do receptor de quimiocina CXCR3 enuledl urinarias oferece uma forma
nao invasiva de elucidar o trafego celular causdddRA em enxertos renais humanos. Esses
autores obtiveram 63 espécimes de urina de 58dlearitados submetidos a biopsia renal e 27
amostras urinarias de 24 individuos sem alteragdoir;do renal. Foi detectado que o nivel
de mRNA de IP-10/CXCL10 ou CXCRS3 prediz o trafegtutar intraenxerto, causando a RA
(TATAPUDI, 2004).

Resultados do aumento da expressdao do RANTES/CEGhario em presenca de
rejeicdo aguda tém sido demonstrados por algursesutBaer e colaboradores analisaram
amostras de urina de 24h e sangue de 17 trangjdantanais com e sem rejeicdo aguda nos
primeiros 12 dias de transplante renal. Esses emitando detectaram diferenca
estatisticamente significativa, apesar de havereatondos niveis de RANTES/CCL5 em
relacdo ao grupo controle. Entretanto, encontraxamelacdo da proteindria (r:0,83 p:0,0001)
e albumindria (r:0,727 p:0,0062) dos 17 pacientes © nivel de RANTES/CCL5 urinario,
além de reducdo destes valores entre o 1° dia @id 2% transplante (p<0,01). Neste mesmo
trabalho também foram dosados o0s niveis séricosa dggimiocina, sem que fossem
detectadas diferencas ou correlacdo com os nivamrios (BAER, 2005). Kotsch e
colaboradores estudaram principalmente a expraggdria de RNAmM de RANTES/CCLS5,
CD3, granulosina em 14 pacientes transplantad@ssreom rejeicdo aguda comprovada por
biopsia renal. Corroborando o achado de Baer, @eteu aumento de granulosina associado
a elevacdo de RANTES e CD3 em, respectivamente,58 pacientes, no momento do
diagnostico da rejeicdo (KOTSCH, 2004).

Na avaliacdo das citocinas e quimiocinas urinareasigéncia da rejeicdo aguda,

os trabalhos relatados demonstraram uma elevacalRI&a/CCL20, IL-8/CXCLS, IL-6,
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TNF, IL10, IFN, MCP-1/CCL2, IP10/CXCL10, MIG/CXCLY9, I-TAC/CXCL11,
RANTES/CCL5 (WOLTMAN, 2005; SIBBRING, 1998; PAOLCL997; SMITH, 2000,
JIMENEZ, 2005; PRODJOSUDJADI, 1996; GRANDALIANO, 98 HU, 2004; HU, 2006;
KANMAZ, 2004; HAUSER, 2005; BAER, 2005; KOTSCH, 200 Somente MIP4/CCL4
(SIBBRING, 1998), ndo demonstrou aumento, enquariGF apresentou reducao (PAOLO,
1997).

Como preditor de futuras alteracdes, TR IP-10/CXCL10 apresentaram
correlagcdo com a funcédo renal de 6 meses e 4 afddADA, 2003; TEPPO, 2004). IP-
10/CXCL10, MIG/CXCL9, CXCR3, RANTES/CCL5 e o perteal de ligacdo de IL-2
correlacionaram com a ocorréncia de rejeicdo ag®MITH, 2000; HAUSER, 2005;
TATAPUDI, 2004). [IP-10/CXCL10 e MIG/CXCL9 tambémemhonstraram-se bons
preditores de controle do tratamento da rejeicaadagHU, 2004; HU, 2006, HAUSER,
2005).

Na bacteridria assintomatica, foi verificada mamcrecédo de IL-8/CXCLS, IL-6,
e slL-1Ra (CISZEK, 2006; SADEGHI, 2005). Por outamlo, um desses trabalhos néao
demonstrou alteracéo da excrecao de IL-6 (CISZE}GRO

Durante infec¢Oes virais oportunistas, MCP-1/CClpPeaentou maior excregao
relacionada a doenca de poliomavirus (BORATYNSKB0®), e TGH na infec¢do por
CMV (HELANTERA, 2006)

Diante de tantas controvérsias na literatura, @lpdgs quimiocinas e das citocinas

urinérias no acompanhamento do enxerto renal @sidapara ser estabelecido.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os niveigjdemiocinas e citocinas em urina
de 24 horas ap6és 30, 90 e 300 dias em pacientsplaatados renais e em adultos saudaveis,

pareados por idade e sexo.
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3- PACIENTES E METODOS

3.1 Pacientes
Nesse estudo foram avaliados pacientes adultospleartados renais, com doador
vivo ou falecido, no periodo de 06/12/2005 a 0&0@7, provenientes do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerds $anta Casa de Belo Horizonte.
3.1.1 Critérios de incluséo
Os pacientes transplantados renais foram includdsede que maiores de 18 anos e
com acompanhamento regular no ambulatorio pospiame renal do Hospital das Clinicas
da UFMG e da Santa Casa de Belo Horizonte. Ositasi€lo grupo controle foram incluidos
apos exame clinico que excluiu a possibilidadeadndas cronicas e/ ou agudas capazes de
influenciarem as determinacdes urinarias das a#sci O grupo controle foi pareado em
idade e sexo com o grupo de pacientes transplasitado
A inclusdo definitiva do paciente no estudo ocorrapenas mediante
consentimento livre e esclarecido (Termo de conmsento).
3.1.2 Critérios de excluséo
= Pacientes portadores de neoplasia
» Pacientes com infec¢do do trato urinario (ITU) efgeticao.

= Pacientes portadores de hepatite C

3.2 Aspectos Eticos

Este trabalho foi aprovado pelo COEP UFMG (Pare€&TIC 490/05). Todos
0s pacientes foram esclarecidos sobre a natureestddo por meio da leitura e analise do
termo de consentimento livre e esclarecido (angxd®2protocolo de pesquisa néo interferiu

com qualquer recomendacdo ou prescricdo meédicassaRa-se ainda que o seguimento
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clinico-laboratorial e a abordagem terapéutica pixsentes foram assegurados, mesmo no

caso de recusa em participar do estudo.

3.3 Métodos

3.3.1 Protocolo do estudo

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo, pertlizum total de 22 pacientes
(16 do sexo masculino). Foram abordados iniciaten28 pacientes submetidos a transplante
renal, sendo excluidos 6 casos: 2 ndo aceitaraticipar do estudo, 2 perderam o0 enxerto
ainda no primeiro més e 2 desistiram da contin@dedcoleta do material. Foram utilizados
como grupo controle 9 adultos higidos sem comodaisla

Todos os pacientes incluidos no estudo foram sutbosed coletas sucessivas de
sangue e urina de 24 horas com 30, 90, e 300 piimsatransplante renal para determinagao

da creatinina sérica e dos niveis urinarios detiaira, RANTES/CCL5, MIP-1/CCL3,

MCP-1/CCL2, IL1-RA, sTNFR1, sTNFR2, IP-10/CXCL101le8/CXCL8. Foram também
avaliados o tipo de imunossupresséao e a dose usatiap de filtracdo glomerular (RFG) e a
presenca ou nao de rejeicdo aguda ou infeccao/agemc citomegalovirus (CMV). Os
individuos do grupo controle foram submetidos &teotle sangue e urina para realizacao dos
mesmos exames, porém em uma unica ocasido, porasi@iicos. O RFG foi calculado a
partir de uma estimativa do clearance de creatiairevés da formula de Cockroft-Gault nos
pacientes transplantados e estimado pelo cleadmceeatinina mensurado em urina de 24h
nos controles.

Inicialmente foi realizada analise geral dos dadios 22 pacientes estudados
(grupo total de transplantados, GT, n=22), comgireae com oS dados obtidos no grupo
controle (C, n=9). A seguir, 0s pacientes trangpldos foram subdivididos em 2 grupos de

acordo com suas caracteristicas clinico-laborasor@rupo 1- formado pelos pacientes com
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episodios de rejeicdo aguda ou doenca/infeccadCpy (G1, n=9) e Grupo 2 constituido
pelos pacientes sem episodios de rejeicdo agudiencal/infeccdo por CMV (G2, n=13).
Os pacientes transplantados foram também subdbgdidnforme a utilizacdo de doador vivo
(Gdv, n=13) e doador falecido (Gdf, n=9).

3.3.2 Coleta e Processamento de Amostras

As amostras de sangue foram colhidas em tubo lestintendo citrato como anti-
coagulante. As amostras de urina foram coletadeentii24 horas em recipiente limpo sem
acréscimo de conservantes ou inibidores de proteéssamostras foram, entdo, transportadas
em embalagem com gelo e processadas em até 30omiapbs a coleta. Foi utilizada
centrifuga refrigerada (Jouhan BR4i) a 4°C, conegumte protocolo: foi feito inicialmente
um ciclo a 700 g por 10 minutos; o plasma sobremadioi, a seguir, tranferido para tubo
estéril, que, por sua vez, foi centrifugado a 18Q@®r 20 minutos para sedimentar plaguetas.
Depois desta etapa, o plasma foi aliquotado em taasode 0,5 ml, que foram armazenadas
em freezer -80°C até a data do ensaio.

3.3.3 Ensaios Imunoenzimaticos

Os niveis plasmaticos e urinarios de RANTES/CCLIP{#/CCL3, MCP-

1/CCL2, IL1-RA, sTNFR1, sTNFR2, IP-10/CXCL10 e [L€XCL8 foram medidos usando
kits de ensaio imuno-enzimatico (enzyme-linked imoassay - ELISA) produzidos pelo
laboratorio R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA). rBm seguidas as instrucbes do
fabricante para cada kit. As amostras foram aaddis em duplicata.

O protocolo de ELISA utiliza um anticorpo monoclbnaspecifico para

determinacao de cada citocina ou quimiocina estudachecido pelo fabricante.
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3.3.3.1 Ensaios d&RANTES/CCLS5, MIP-1a/CCL3, MCP-1/CCL2, IL1-RA,

STNFR1, sTNFR2, IP-10/CXCL10 e IL-8/CXCL8 em urinade 24 horas.

Resumidamente, os anticorpos de captura especifioosecido no kit) foram
diluidos em tampéao fosfato (PBS) e adicionadosda gco de placas de poliestireno (96
pocos). As placas foram, entdo, incubadas a 49C1Rohoras. Em seguida, foram
submetidas a quatro ciclos de lavagem com PBS eM\&6 a 0,05% (Sigma). As placas
foram entdo bloqueadas com albumina sérica bodB8A) 1% e PBS, e incubadas por uma
hora em temperatura ambiente. Um novo procedimgmt@avagem foi feito, como descrito
acima. Em seguida, as amostras foram adicionadpkaéas e incubadas por 12 horas a 4°C,
sendo depois submetidas a novos ciclos de lavaggsmanticorpos de deteccéao, diluidos em
PBS, foram adicionados, e foi feita incubacdo pasdhoras em temperatura ambiente, com
novo procedimento de lavagem em seguida. O reagemteor (fenilenediamina) foi
adicionado a cada poco e as placas deixadas nmgsmul5 minutos. A reacdo foi parada
com a adicdo de 1M 430, aos pocos. A absorbancia foi lida em um leitopldeas (Emax,
Molecular Devices, MN, EUA), ajustado no comprintemmte onda de 492nm. Os niveis
obtidos para cada quimiocina ou citocina urinadgearin dividos pelo valor da creatinina

urinaria, sendo os valores resultantes utilizadwa ps analises.

3.4 Analise Estatistica

Para analise estatistica foi utilizado o softwad?&S 10.0 e GraphPad Prism 4. Os
dados foram expressos como mediana ou mediasvio padrdo, quando apropriado. Os
dados dos pacientes foram avaliados quanto aldigtfio paramétrica ou ndo dos grupos
gerais, com e sem RA e CMV, e com doador vivo @dotalecido. A partir de entdo, foram
realizadas testes t pareados paramétricos e namgticos (teste da soma de Postos de

Wilcoxon), testes t ndo pareados, correlacdo (8peare Pearson) e regressao. Foi
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considerado como diferenca estatisticamente sigmfe o p<0,05. Para avaliagdo da
similaridade do grupo controle com os pacientesspkantados em relacédo a idade e ao sexo
foram realizados, respectivamente, o teste t ddeBtundo pareado e o qui quadrado com

teste exato de Fisher.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas gerais dos pacientes tranplardas e controles

O grupo total de transplantados (GT) e o grupo romtforam similares em
relacdo a faixa etaria, ao peso e a distribuicdospro como mostrado na tabela 2. Esses
parametros também ndo apresentaram diferenca sastatiente significativa entre os
subgrupos de transplantados com (G1) e sem rejemdaa ou infeccdo por citomegalovirus
(G2) bem como entre os subgrupos de transplanteoims doador vivo (Gdv) e doador
falecido (Gdf) (TAB. 2). Quanto a funcédo renalute diferenca significativa entre o GT e 0
grupo controle bem como entre os subgrupos Gdvfen@d3 periodos de tempo estudados
(TAB. 2). Por outro lado, a funcéo renal se mastsonilar nos subgrupos G1 e G2 nos 3

tempos avaliados (TAB. 2).

TABELA -2 Citocinas urinarias de pacientes transfddos renais colhidos com 30, 90 e 300
dias, e suas caracteristicas (continua)

C GT p G1 G2 p Gdv Gdf p
N 9 22 9 13 13 9
Idade 37 43,27 0,2085 41,44 44,54 0,5490 41,46 45,89 0,3888
(anos) 4,7 +2,45 +4,51 +2,85 +3,47 +3,33
Peso 73,44 62,68 0,0636 66,22 60,23 0,3485 67,08 56,33 0,0842
(kg) +4,46 +3,06 5,66 +3,49 14,22 13,60
masculino  44,44% 72,27% 0,1404 66,66% 76,92% 0,476,61% 55,55% 0,1547
Clear Cr 112,9 48,48 <0.0001 39,69 54,57 0,1713 57,95 34,82 0,0116*
30d +7,64 4,7 * +9,19 +4,34 + 5,67 +5,72
Clear Cr 49,69 <0.0001 46,58 51,83 0,4618 56,78 39,44 0,0085*
90d +3,4 * +5,73 * 4,26 + 3,39 +5,20
Clear Cr 50,8 <0.0001 50,53 50,99 0,9495 57,41 41,26 0,0187*
300d + 3,48 * +5,72 +4,57 + 3,72 + 5,36
RANTES 21,17 0,591 0,0001* 0,61 0,57 0,7857 0,64 0,51 0,2810
30d +2,92 +0,05 +0,09 +0,07 + 0,06 +0,09
RANTES 0,599 0,0001* 0,58 0,61 0,8174 0,57 0,63 0,6607
90d + 0,06 +0,11 + 0,06 + 0,05 10,13
RANTES 0,60 0,0001* 0,66 0,56 0,4804 0,59 0,60 0,9568
300d + 0,06 +0,10 + 0,09 + 0,08 +0,11
IP-10 0,80 0,87 0,7892 0,99 0,79 0,5423 0,91 0,82 0,7888
30d +0,14 +0,15 +0,25 +0,20 +0,16 +0,32
IP-10 1,12 0,2350 0,94 1,24 0,5129 1,00 1,28 0,5951
90d + 0,21 +0,24 +0,32 +0,18 + 0,46
IP-10 1,01 0,3065 1,62 0,96 0,3166 1,19 0,99 1,00
300d (0,41-1,85) (0,41-2,63) +0,17 +0,24 (0,50-1,84)

Nota: Dados representados como média * erro padrécediana (25%-75%). *Diferenca
estatisticamente significativa
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TABELA -2 Citocinas urinarias de pacientes transfddos renais colhidos com 30, 90 e 300
dias, e suas caracteristicas (conclusao)

C GT p G1 G2 p Gdv Gdf p
IL-8 0,18 1,05 0,0015* 1,51 0,73 0,1702 0,86 1,32 0,3538
30d +0,05 +0,23 +0,49 +0,16 +0,23 +0,47
IL-8 0,62 0,0005* 0,66 0,60 0,7676 0,56 0,71 0,4748
90d +0,09 +0,18 +0,11 +0,09 +0,19
IL-8 0,77 0,0067* 1,20 0,47 0,1150 0,61 1,00 0,3220
300d +0,0,19 +0,40 +0,11 +0,20 +0,36
MIP 1,43 0,55 0,2418 0,74 0,42 0,2757 0,50 0,62 0,6496
30d +0,68 +0,11 +0,25 +0,08 +0,11 +0,24
MIP 0,39 0,1706 0,25 0,49 0,0468* 0,38 0,41 0,8573
90d +0,06 +0,04 +0,10 +0,10 +0,07
MIP 0,32 0,1450 0,31 0,32 0,9466 0,31 0,32 0,9099
300d +0,05 +0,06 +0,07 +0,07 +0,07
MCP-1 1,39 7,82 0,0007* 9,52 6,64 0,3603 10,16 4,45 0,0390*
30d +0,37 +1,50 +2,84 +1,65 +2,19 +1,31
MCP-1 6,84 0,0003* 6,29 7,22 0,7084 6,66 7,10 0,8602
90d +1,17 +1,30 +1,80 +1,73 +1,50
MCP-1 5,76 0,0019* 5,97 5,61 0,8751 4,46 7,64 0,1587
300d +1,09 +1,78 +1,44 +1,42 +1,60
IL1-RA 0,57 2,58 0,0016* 10,24 2,01 0,1609 2,76 12,69 0,1799
30d +0,31 (1,3-4,90) +6,23  (1,16-3,75) +0,61 +6,72
IL1-RA 2,11 0,0010* 8,84 16,48 0,5097 14,74 11,37 0,7723
90d (0,74-15,75) +5,80 +8,52 + 8,62 +5,79
IL1-RA 1,44 0,0022* 18,38 8,88 0,4870 5,56 23,17 0,2143
300d (0,89-15,54) +12,41 +4,22 +2,23 +12,86
STNFR1 1,35 9,31 <0,0001 10,61 8,41 0,28 9,72 8,73 0,6679
30d +0,15 +0,98 * +1,63 +1,22 +0,98 +2,02
sTNFR1 9,14 <0,0001 10,1 8,48 0,4614 8,42 10,19 0,4216
90d +1,04 * +1,57 +1,42 +1,27 +1,82
SsTNFR1 8,44 <0,0001 10,22 7,21 0,1564 7,47 9,85 0,2656
300d +1,03 * +1,86 +1,11 +1,10 +1,93
STNFR2 4,71 17,41 <0,0001 18,04 16,97 0,80 18,38 16 0,62
30d +0,41 +2,07 * +3,86 +2,40 +1,01 +4,37
STNFR2 17,51 0,0001* 18,27 16,99 0,7321 16,98 18,28 0,72
90d +1,77 +2,62 + 2,46 +1,98 +3,39
STNFR2 16,76 <0,0001 18,53 15,53 0,4541 16 17,85 0,6444
300d +1,90 * +3,43 +2,24 +2,18 + 3,57

Nota: Dados representados como média * erro padrécediana (25%-75%). *Diferenca

estatisticamente significativa

4.2 Niveis urinarios de quimiocinas e citocinas nggcientes transplantados e

controles

Os niveis de citocinas dentro do GT nos 3 tempdsdados apresentaram

diferenca estatisticamente significativa somenta pélP-lo. na comparacao entre 30 e 300

dias (p=0.0248, teste t pareado, GRAF. 5).
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Por outro lado, houve diferenca estatisticamergsifstativa dos niveis urinarios
de IL1-Ra, IL-8, MCP-1, RANTES, sTNFR1, sTNFR2 entr GT e o grupo controle nos 3

tempos avaliados (GRAF. 1,2,4,6,7,8).
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GRAFICO 1 - IL-1Ra urinario em GT com 30, 90 e 8 e controles. *p<0.05

para a comparacao dos 3 tempos do GT e o grupo C.

GT
5-
°
O 44
o
£ . *
> 3+
S *
2 24 o
] o »
% ...... oOo *
3 ) sy 90,099 : ;:**l *
= ge%e 880050 * —abal,
0 - ?.,\O *tl ,.** rren
30 dias 90 dias 300 dias C

Tempos e Controle

GRAFICO 2 — IL8/CXCL8 urinario em GT com 30, 90 €03 dias e

controles.*p<0.05 para a comparacao dos 3 temp&sTde o grupo C.
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GRAFICO 3 — IP-10/CXCL10 urinario em GT com 30, 80300 dias e

controles. p>0.05 para a comparacao dos 3 temp@&sck o grupo C.
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GRAFICO 4 — MCP-1/CCL2 urinario em GT com 30, 9809 dias e controles.

*p<0.05 para a comparacao dos 3 tempos do GT epondE.
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GRAFICO 5 - MIP-1/CCL3 urinario em GT com 30, 90 e 300 dias e coesro

*p<0.05 para a comparacao do GT aos 30 e 300 dias.
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GRAFICO 6 - RANTES/CCLS5 urinario em GT com 30, 98a9 dias e controles.

*p<0.05 para a comparacao dos 3 tempos do GT epode.
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GRAFICO 7 - sTNFR1 urinario em GT com 30, 90 e 30i8s e controles.

*p<0.05 para a comparacao dos 3 tempos do GT epondE.
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GRAFICO 8 - sTNFR2 urinario em GT com 30, 90 e 30i8s e controles.

*p<0.05 para a comparacao dos 3 tempos do GT epondE.

4.3 Niveis urinarios de quimiocinas e citocinas 1osubgrupos com doador
vivo e falecido (Gdv e Gdf)
A avaliacdo das quimiocinas e citocinas urinariasti dos subgrupos de doador

vivo (Gdv) e doador falecido (Gdf) nos 3 temposigéatios mostrou que somente 0s niveis de
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STNFR1 e MCP-1 entre 30 e 300 dias no Gdv apresentaliferenca estatisticamente

significativa (p=0,0445 e p=0,0452, GRAF. 9 e 183. demais mensurac¢des nao diferiram

nos tempos estudados (TAB. 3 a 6).

No grupo Géib, foram detectadas diferencas em

nenhuma das quimiocinas e citocinas nos difer¢atepos avaliados (TAB. 3 a 6).
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GRAFICO 9 — MCP-1/CCL2 no subgrupo Gdv com 30, 9B0® dias de

transplante. *p<0.05 para a comparacéo do GdB@@s300 dias.
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GRAFICO 10 — sTNFR1 urinario no subgrupo Gdv com 90 e 300 dias de

transplante. *p<0.05 para a comparacéo do GdB@@s300 dias.
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TABELA 3: Niveis urinarios de RANTES/CCLS5 e IP-1CL10 nos grupos e subgrupos de
pacientes com 30, 90 e 300 dias de transplanté rena

RANTES/CCL5 IP-10/CXCL10

30dias| 90dias | 300 dias| P 30 dias| 90 dias 300 diag p

GT 0,591 0,599+ 0,60 >0,05 0,87 1,12 1,01 >0,05
+ 0,05 0,06 + 0,06 +0,15 £ 0,21 (0,41-1,85)

G1 0,61 0,58 0,66 >0,05 0,99 0,94 1,62 >0,05
+0,09 0,11 +£0,10 +0,25 +0,24 (0,41-2,63)

G2 0,57 0,61 0,56 >0,05 0,79 1,24 0,96 >0,05
+0,07 +0,06 0,09 +0,20 0,32 +0,17

Gdv 0,64 0,57 0,59 >0,05 0,91 1,00 1,19 >0,05
+0,06 +0,05 +0,08 +0,16 0,18 +0,24

Gdf 0,51 0,63 0,60 >0,05 0,82 1,28 0,99 >0,05
+0,09 0,13 +0,11 +0,32 +0,46 (0,50-1,84)

Nota: Dados representados como média + erro padrécediana (25%-75%).

TABELA 4: Niveis urinarios de IL-8/CXCL8 e MIPeICCL3 nos grupos e subgrupos de
pacientes com 30, 90 e 300 dias de transplanté rena

IL-8/CXCL8 MIP-1a/CCL3

30dias| 90dias| 300dias P 30 dias| 90 dias| 300 dias p

GT 1,05 0,62 0,77 >0,05 0,55 0,39 0,32 *0,0248
+0,23 0,09 0,19 +0,11 +0,06 + 0,05

G1 1,51 0,66 1,20 >0,05 0,74 0,25 0,31 *0,048
+0,49 +0,18 +0,40 +0,25 0,04 + 0,06

G2 0,73 0,60 0,47 >0,05 0,42 0,49 0,32 >0,05
+0,16 +0,11 £0,11 +0,08 0,10 + 0,07

Gdv 0,86 0,56 0,61 >0,05 0,50 0,38 0,31 >0,05

+0,23 0,09 0,20 +0,11 0,10 +0,07

Gdf 1,32 0,71 1,00 >0,05 0,62 0,41 0,32 >0,05
+0,47 0,19 +0,36 +0,24 £0,07 + 0,07

Nota: Dados representados como média * erro patppd0.05 para a comparacao entre 30 e

300 dias.



TABELA 5: Niveis urinarios de MCP-1/CCL2 e IL-1Rasgrupos e subgrupos de

pacientes com 30, 90 e 300 dias de transplanté rena
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MCP-1/CCL2 IL1Ra
30 90 300 p 30 90 300 p
dias dias dias dias dias dias
GT 782 684 576 >0,05 2,58 2,11 1,44 >0,05
+150 £1,17 1,09 (1,3-4,90) (0,74-15,75) (0,89-15,54)
G1 952 6,29 597 >0,05 10,24 8,84 18,38 >0,05
+2,84 +130 +1,78 + 6,23 + 5,80 +12,41
G2 6,64 7,22 561 >0,05 2,01 16,48 8,88 >0,05
+1,65 +1,80 +144 (1,16-3,75) + 8,52 +4,22
Gdv 10,16 6,66 4,46 0,0452 2,76 14,74 5,56 >0,05
+2,19 +1,73 +142 * + 0,61 + 8,62 +2,23
Gdf 445 7,10 7,64 >0,05 12,69 11,37 23,17 >0,05
+1,31 +150 +1,60 +6,72 +5,79 +12,86
Nota: Dados representados como média + erro padrécediana (25%-75%). *Diferenca
estatisticamente significativa entre 30 e 300 dias
TABELA 6: Niveis urinarios de sTNFR1 e sTNFR2 nospps e subgrupos de
pacientes com 30, 90 e 300 dias de transplanté rena
STNFR1 STNFR2
30 90 300 p 30 90 300 p
dias dias dias dias dias dias
GT 1,05 0,62 0,77 >0,05 0,55 0,39 0,32 >0,05
+0,23 0,09 0,19 +0,11 + 0,06 + 0,05
Gl 151 0,66 1,20 >0,05 0,74 0,25 0,31 >0,05
+0,49 £0,18 0,40 + 0,25 + 0,04 + 0,06
G2 0,73 060 047 >0,05 0,42 0,49 0,32 >0,05
+0,16 +0,11 £0,11 + 0,08 +0,10 + 0,07
Gdv 086 056 0,61 0,0445| 0,50 0,38 0,31 >0,05
+0,23 +0,09 0,20 * +0,11 +0,10 + 0,07
Gdf 1,32 0,71 1,00 >0,05 0,62 0,41 0,32 >0,05
+0,47 +0,19 +0,36 + 0,24 + 0,07 + 0,07

Nota: Dados representados como média + erro patbfierenca estatisticamente
significativa entre 30 e 300 dias.
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4.4 Niveis urinarios de quimiocinas e citocinas nosubgrupos com e sem
rejeicdo aguda ou tratamento para citomegalovirusGl e G2)

Apés avaliagdo das 8 substancias em estudo nosmpose previamente
estabelecidos, somente o nivel urinario de MIRECL3 apresentou diferenca no subgrupo
com rejeicdo aguda ou infeccdo por citomegaloyi@l), entre 90 e 300 dias (p= 0,048), o
gue ndo ocorreu com nenhuma outra citocina ou ggima. No grupo sem rejeicao aguda ou
infeccdo por citomegalovirus (G2) ndo houve difeeende nenhum destes fatores

inflamatorios entre nenhum dos 3 momentos (TAB63 a
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GRAFICO 11 — Nivel de MIP-@/CCL3 urinario em G1 com 30, 90 e 300 dias de

transplante. *p<0.05 para a comparacdo do G1@es3®0 dias.

4.5 Avaliacéo das citocinas em relacéo a funcao ran

4.5.1 Grupo Total de Transplantados (GT)

Foi identificada uma correlacéo entre a funcaolraos 30 dias apds o transplante
e 0s niveis de MIP«lCCL3 neste mesmo periodo (r=-0,46; p=0,0284) oB/CXCL8

(r=-0,66; p=0,0008) no GT (GRAFICOS 12 e 13). Naave correlacio significativa entre a
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funcao renal 300 dias apos o tranplante e nenhwmideis de mediadores inflamatérios aos
30 dias neste mesmo grupo.

Realizando teste de regressdo linear simples edraiveis de mediadores
inflamatorios aos 30, 90 e 300 dias conclearancesde creatinina, observaram-se valores
estatisticamente significativos para MIBAZCL3 (= 0,21; p=0,02) e IL-8/CXCL8 %0,43;

p=0,0008) em relacao atearancede creatinina 30 dias apos o transplante.
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GRAFICO 12 — Correlagéo entre clearance de creatieiMIP-t/CCL3 urinario

aos 30 dias de transplante renal no GT, avaliadlosgoeficiente de Pearson
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GRAFICO 13 - Correlacéo entre clearance de creatigi IL-8/CXCL8 urinario

aos 30 dias de transplante renal, avaliados pelficeente de Pearson

4.5.2 Subgrupo com rejeicdo aguda ou infeccao pelMV (G1)
Neste subgrupo de pacientes transplantados coradépide rejeicdo aguda ou
doenca/infeccdo por citomegalovirus, foi evidergiagma correlagdo do clearance de

creatinina aos 90 dias com o nivel urinario de MWRECL3 aos 300 dias (r=-0,72; p=0,0266;

GRAFICO 14).
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GRAFICO 14 — Correlacéo entre clearance de creatiaiMIP-k/CCL3 urinario

aos 90 dias de transplante renal no G1, avaliagloscpeficiente de Pearson.

4.5.3 Subgrupo sem rejeicdo aguda ou infecgéo p&MV (G2)
Ao fazer os testes de regressao e correlacdo nsoGgnte MIP-/CCL3 aos 90
dias apresentou um coeficiente r de Spearman significdti=-0,60, p=0,0302 &= 0,359

p=0,0302) com o clearance de creatinina neste mpsniado (GRAFICO 15).
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GRAFICO 15 — Correlacéo entre clearance de creatiaiMIP-k/CCL2 urinario

com 90 dias de transplante renal, avaliados pedtaiente de Pearson

4.5.4 Subgrupo de doador vivo (Gdv)
Neste subgrupo, o STNF-R2 aos 30 dias apresengoificativas correlacao de
Pearson (r= -0,57; p=0,039) e regresséo lin€a0831; p= 0,039) com clearancede

creatinina 300 dias ap0s o transplante (GRAFICO 16)
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GRAFICO 16 — Correlacéo entreclearancede creatinina aos 300 dias e STNFR2

urinario aos 30 dias avaliados pelo coeficient®earson no Gdv

4.5.5 Subgrupo de doador falecido (Gdf)

Neste subgrupo ao se avaliar a funcédo renal aosd2@) foi encontrada uma
correlagdo com o IL1Ra aos 30 dias (Pearson r=(80;0043) e aos 90 dias (Pearson
r=0,77; p=0,0133). Oclearance de creatinina e 0s niveis de IL-8/CXCL8 também
apresentaram uma correlacdo significativa (Pearsed,689; p=0,0397) aos 30 dias de

transplante (GRAFICOS 17 e 18).
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GRAFICO 17 — Correlacdo entotearancede creatinina aos 300 dias e IL-1Ra

urinario aos 30 dias no subgrupo Gdf, avaliados petficiente de Pearson
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GRAFICO 18 — Correlagio entotearancede creatinina aos 300 dias e IL-1Ra

urinarios aos 90 dias de transplante renal no &difljados pelo coeficiente de Pearson
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4.6 Comparacao dos niveis de Quimiocinas e Citocim@&ntre os subgrupos G1
x G2 e Gdf x Gdv

Foram comparados o0s niveis urinarios das quimisciacitocinas entre 0s
subgrupos G1 e G2 nos 3 periodos de tempo estud@iosgalores foram comparados com o

grupo controle. A mesma comparacao foi realizaie s subgrupos Gdv e Gdf.

N&o houve diferenca estatisticamente significatioa niveis urinarios de IL1-Ra,
IL-8/CXCL8, IP-10/CXCL10, RANTES/CCL5, sTNFR1 e sFR2 entre os subgrupos
avaliadogTAB. 2).

Foi observada diferenca estatisticamente signifi@ato nivel urinario de MCP-

1/CCL2 entre o Gdv e Gdf aos 30 dias (p= 0,0390).
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GRAFICO 19 — MCP-1/CCL2 nos grupos Gdv e Gdf aosl28 de transplante

renal. *p<0.05 para a comparacao entre Gdv e Gdf.

Em relacdo aos niveis urinarios de Mi##CL3, apenas os grupos G1 e G2 aos

90 dias apresentaram diferenca estatisticamentdisagiva entre si (p= 0,0468).
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GRAFICO 20 — MIP-#/CCL3 nos subgrupos G1 e G2 aos 90 dias de transpla

renal. *p<0.05 para a comparacao entre G1 e G2.
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DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

O transplante renal é a melhor forma de tratameatpaciente com DRC estagio
5 (FOLEY, 1998) desde que esteja apto a tal prowenio (KASISKE, 2001). Com tal
procedimento, o risco de morte do receptor reduis ma 10 vezes (FOLEY, 1998).
Infelizmente, o numero de transplantes renais resiBE bem aquém do necessario, pois
existem atualmente em torno de 75000 pacientesatamiento dialitico e ha relato de apenas
3400 transplantes por ano (SESSO, 2007; RBT, 2084te sentido, medidas que reduzam o
namero de pacientes nas listas de transplanteaefoentem a sobrevida do rim transplantado
sé@o de imensa valia. Dessa forma, o aumento dawsda do enxerto renal acarretaria em
menor parcela de novos pacientes na lista de tearteprenal com doador falecido. Para isto,
rigoroso e pro-ativo acompanhamento do pacientespiantado seria uma eficiente forma de
retardar a perda de rim transplantado.

Com esta intencao, varios trabalhos tém tentadongérar solucdes para reduzir a
perda precoce do enxerto seja através de bidpsa seriada (FURNESS, 2003) ou pela
deteccdo de novos biomarcadores capazes de predemwlucdo do enxerto renal. Neste
sentido, tém surgido alguns estudos que avaliammdncadores potenciais para a
insuficiéncia renal aguda (IRA). Na pratica cliniealRA é tipicamente diagnosticada pela
mensuragao da creatinina (Cr). Infelizmente, tahsneagdo apresenta limitagcdbes como
indicadora de alteragfes agudas da funcédo renalBKO 2004). Primeiramente, a Cr ndo
se altera até que aproximadamente 50% da func@nxierto esteja perdida. Em segundo
lugar, a Cr ndo descreve adequadamente a func@b agh que um nivel estavel seja
alcancado, o que pode levar varios dias (DEVARAJZ007). Em adicdo ao diagndstico
precoce e predicdo, os biomarcadores tém variaasoptopostas interessantes. S&o também
necessarios para: (a) discernir subtipos de IRA-(pnal, intrinseca, e pods-renal); (b)

identificar etiologias de IRA (isquemia, toxinaspse, ou uma combinac¢ao); (c) diferenciar
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IRA de varias outras formas da doenca (infeccatrato urinario, glomerulonefrite, nefrite
intersticial); (d) predicdo da gravidade da IRAtr@#icacdo de risco para prognostico e
terapia); (e) monitoramento da IRA, e (f) monitoesnto da resposta a intervencdes da IRA
(DEVARAJAN 2007). Estudos recentes tém proposttilzacdo de N-GAL, IL-18 e KIM-1
(PARIKH, 2006; DEVARAJAN, 2007). A identificacdo d®vos biomarcadores de IRA tem
sido considerada prioridade pela Sociedade AmeaxidariNefrologia (ASN 2005).

As caracteristicas desejaveis de um biomarcadeicaiente aplicavel incluem:
(a) ndo serem invasivos, com facil realizacédoizatido material mais acessivel como urina e
sangue; (b) a mensuracao deve ser rapida, exeapesironizada; (c) devem ser altamente
sensiveis para deteccéo precoce; (d) devem seregita especificos, permitindo deteccao de
etiologias e subtipos (DEVARAJAN 2007).

Nesse contexto, tendo em vista a importancia derseimune nos processos de
rejeicdo e nas complicacdes relacionadas ao taamsplenal (CORNELL 2008), as dosagens
de mediadores imunoldgicos tais como as quimio@nztocinas em pacientes transplantados
configuram-se como biomarcadores em potencial. &asgim, é possivel que alteracdes nos
niveis urinarios desses mediadores sugiram a ga@skencomplicacdes que possam requerer
intervencgdes terapéuticas oportunas no sentidoithe @ perda do enxerto. Ressalta-se ainda
gue poucos estudos na literatura avaliam mediaddeessistema imune em pacientes
submetidos a transplante renal (ALAKULPPI, 2004;-BAMKI, 2001; BAER, 2005;
BENIGNI, 1999; BORATYNSKA, 2006; idem, 1999; CARDON2005; CISZEK, 2006;
CITTERIO, 2004; CLARKE, 2003; DALLMAN, 1995; DEVARMN, 2007; DI PAOLO,
1997; FRADE, 1997; GESUALDO, 1996, GOUMENOS, 20@GHRANDALIANO, 1997,
HAUSER, 2005; HELANTERA, 2005; HU, 2004; idem, 2008BVIENEZ, 2005; KANMAZ,
2004; KRENSKY, 2007; KRENSKY, 1999; MANNON, 1993;AML, 2005; MATZ, 2006;

NORDOY, 2000; PATTISON, 1994; PRODJOSUDJADI, 199&OBERTI, 2001,
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ROBERTSON, 2000; SADEGHI, 2005; SEGERE, 1999; SIBBR, 1998; SMITH, 2000;
SONG, 2002; SORRENTINO, 2005; SOULE, 2006; STREHLA997; SUTHATHIRAN,
1997; TATAPUDI, 2004; TEPPO, 2004; TINCKAM, 2005SAKAS, 2006; VIOLA, 2008;
WANG, 2006; WOLTMAN, 2005; YAMADA, 2003), principatente em relacdo as medidas
urinarias destas substancias (SIBBRING, 1998; HARSE005; KANMAZ, 2004; HU,
2004; PRODJODSUDJADI, 1996; SADEGHI, 2005; WOLTMARDOS5; SMITH, 2000; DI
PAOLO, 1997; MATZ, 2006; CISZEK, 2006; KOTSCH, 2Q048AER, 2005;
BORATYNSKA, 2006; YAMADA, 2003; GRANDALIANO, 1997). Neste contexto, fica
clara a importancia do presente estudo, no qualnfoavaliados os niveis urinarios de 8
quimiocinas e citocinas em diferentes momentosrdera evolucdo do transplante renal de
22 pacientes .

A sequir, discutiremos os principais resultadosdaistneste estudo, confrontando-
os com dados da literatura em relacéo a cada quimaicitocina avaliada.

5.1 Caracteristicas gerais

A comparacao dos pacientes transplantados, comtwdonou mesmo divididos
em subgrupos, com os controles saudaveis mostraategsticas clinicas gerais similares no
que se refere a idade, peso e sexo, possibilittioadoavaliacdo comparativa. Como ja
esperado pela afeccao renal presente, houve difedEnfuncéo renal entre os transplantados
e higidos. Assim também se portaram os receptonaglecdo ao tipo de doador em todos os
tempos estudados, como presentes dados da lieer§dMEDINA-PESTANA, 2007).
Surpreendentemente, a presenca de rejeicdo aguda @ifeccdo pelo citomegalovirus ndo
apresentaram diferenca significativa do clearamcerdatinina em relagdo a auséncia dessas
alteragbes, contrapondo resultados obtidos em ©wstudos (TESI, 1993; FERGUSON,
1994; FLECHNER, 1996). Talvez esta similaridade sigcorrente do pequeno namero de

pacientes do presente estudo.
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5.2 Citocinas em transplantados e controles

A menor concentracao urinaria de IL-8/CXCL8, MCECQL2, IL-1Ra, STNFR1 e
STNFR2 foi notada nos higidos em relacdo aos tlamsglos. Por outro lado, os niveis
urinarios de RANTES/CCL5 foram maiores nos coesa ndo houve diferenca estatistica
para IP-10/CXCL10 e MIP«[CCL3 em relacdo aos transplantadésa esperado que maior
parte, sendo todas, as citocinas apresentassenr m&sb urinario nos controles, por néao
terem o fator imunogénico do rim transplantado.réianto, RANTES/CCL5 comportou-se
de forma diferente, sugerindo uma possivel inibig® seus niveis urinarios pela
imunossupressdo medicamentosa. Em relacdo a aausdndiferenca de IP-10/CXCL10 e
MIP-1a/CCL3 em controles e transplantados, ndo se podeiiex tamanho reduzido da
amostra, embora também essas quimiocinas possaitdeafetadas pela imunossupressao.
De toda forma, nossos resultados mostram clarameenteunorregulacdo diferencial que
ocorre nos transplantados em relacdo a contrajgdosi pareados por idade e sexo.

5.3 IL-8/CXCL8

IL-8/CXCL8 foi o primeiro quimiotraente leucdcitoulstipo seletivo a ser
descoberto, tornando-se, portanto, um marco nérizista imunologia (YOSHIMURA, 1987;
WALZ, 1987). Sua descoberta estimulou a procurfudedes de outras quimiocinas e novos
membros das familias. Recrutando principalmentér@ios e macrofagos, IL-8/CXCL8 age
em receptores CXCR1 e CXCR2 (ABBAS, 2003). Véridgyas relacionam sua participacao
em grande variedade de doencas com acometimeratoglemerular e intersticial, de origem
sistémica ou nao (TSAI, 2000; YOKOYAMA, 1998; TASRD, 2002; LONNEMANN,
1995; HSIEH, 2008; YOO, 2007; HUANG, 2001; SOUT@O&). No transplante renal,
estudos relacionam sua excrecdo urinaria com amgasde rejeicdo aguda e bacteritria
assintomatica (SIBBRING, 1998; SMITH, 2000; SADEGHRDO05; CISZEK, 2006). Seu

nivel sanguineo e expressao tissular, entretaétoapresentam relacdo com rejeicdo aguda
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ou NCE (OLIVEIRA, 1997). Neste presente trabalhigpfassivel correlacionar a funcao renal
no primeiro més de transplante com o nivel urindeidL-8/CXCL8 , o que néo foi verificado
em nenhum dos trabalhos anteriores. Tal observagéondica a importancia da supressao
desta citocina para manutencdo de um bom cleadma@eatinina, € nos permite inferir a
participacdo dos receptores CXCR1 e CXCR2 na figialdo transplante renal.

5.4 MCP-1/CCL2

MCP-1/CCL2 apresenta como unico receptor de letmwdéoi CCR2. Esta
quimiocina € importante na inflamacdo e tem sidteadada em mondcitos, células T de
memoria ativadas, células B e basofilos (FRADE,71$ABIN, 1999). No transplante renal,
MCP-1/CCL2 ocorre em bidpsias renais e sangue deemqgas (ROBERTSON, 2000;
RUSTER, 2004; JIMENEZ, 2005) com rejeicdo agudanefropatia crénica do enxerto e
infeccdo pelo CMV (NORDOY, 2000; SOULE, 2006). Qsbalhos ndo demonstram
consenso em relacdo ao aumento dos niveis sangiénela expressao histolégica desta
guimiocina perante a RA ou a NCE (ROBERTSON, 2000QJVEIRA, 1997; RUSTER,
2004; KRUGER, 2002; JIMENEZ, 2005). No entanto,jagestudos mostraram aumento de
excrecdo urinaria na rejeicdo aguda (PRODJOSUDJAB96; GRANDALIANO, 1996).
Também em presenca de infeccdo pelo CMV, ha aunsamigiiineo e tissular desta citocina
(NORDOQY, 2000; SOULE, 2006), e elevacao dos niueisarios na doenca de poliomavirus
(BORATYNSKA, 2006). Por outro lado, nenhum estutt® @ momento relacionou este fator
inflamatdrio com a fungéo renal. Contrastando cendados da literatura, o presente estudo
ndo encontrou influéncia da rejeicdo aguda e/oecg@o pelo CMV nos niveis urinarios de
MCP-1/CCL2. Entretanto, ao avaliar a origem do doadurpreendentemente aqueles com
doadores falecidos apresentaram menor excre¢cda geshiocina apos o primeiro més de
transplante, o que ndo permaneceu no periodo ietééno e tardio (90 e 300 dias). Tal

diferenca talvez seja devida & maior imunossupoespdicada aos pacientes com doador
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falecido, uma vez que sdo mais imunogénicos, naitintde reduzir a possibilidade de
rejeicdo aguda. Reforcando esta idéia, foram sareqieles pacientes com doador vivo que
apresentaram reducdao significativa da excrecdo@eMCCL2 entre o periodo inicial e final
estudado

5.5IL-1Ra

IL1 € uma molécula de 17kD em sua forma ativa, yz@th principalmente por
fagdcitos mononucleares e induzida por produtosebanos como lipopolissacarides e por
outras citocinas como TNF (ABBAS, 2003). Tambénr@&dpzida por varias outras ceélulas
como neutrofilos, células epiteliais, tubulares aien mesangiais, linfocitos T e B, e
endoteliais. Células do parénquima renal expostdk-h produzem TNFe, IL-6, IL-
8/CXCL8 e aumentam a expressao de ICAM-1 (molédealadeséo intercelular 1) e VCAM-
1 (molécula de adeséo vasocelular 1) (ATKINS, 1995B0OTT, 1991; SEVENTER, 1991).
Fibroblastos, neutrofilos e fagocitos mononucleapgeduzem um inibidor natural e
estruturalmente homologo de IL-1. O IL-1Ra ligaass mesmos receptores de IL-1, mas é
biologicamente inativo, funcionando, portanto, commm inibidor competitivo de IL-1.
Também denominado antagonista de receptor de IL-1Ra), € considerado um regulador
enddgeno da agdo do IL-1 (ABBAS, 2003). IL-1 é pmda durante rejei¢cdo celular aguda
(KERR, 1994; MANNON, 1993), e IL-1Ra parece antagan todas as acOes de IL-1
(ATKINS, 1995). Alguns estudos no transplante redehonstram maior expresséo tissular
de IL-1Ra na RA, sem alteragédo na NCE, e reducaousm de inibidor de RANTES/CCL5
(OLIVEIRA, 1997; GRONE, 1999). Sua excrecdo uriadfioi demonstrada aumentada na
presenca de bacteridria assintomética (SADEGHI5R00

Neste estudo, doador falecido foi fator para caga@b entre seu nivel urinério de
IL1-Ra no primeiro e terceiro més apos o transplaxm a funcdo renal aos 10 meses de

transplante, o que n&o foi demonstrado anteriomneat literatura. Considerando que o
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transplante renal com doador falecido € mais imé@nm@, imunossupressdao mais ativa
geralmente € usada em relacdo aqueles com doador Sendo a IL-1 uma citocina
importante no inicio da cadeia imunologica da ¢&ej provavelmente seu aumento ou baixo
nivel de seu antagonista no 6rgao transplantada fstor de risco para a perda do enxerto.
Portanto, o nivel de IL-1ra seria importante padite funcéo renal neste grupo de pacientes.

5.6 TNF

O Fator de Necrose Tumoral (TNF) é o principal raddir de respostas
inflamatorias agudas a bactérias gram negativasuteoso agentes infecciosos, sendo
responsavel por varias das complicacdoes de infecgfmves (ABBAS, 2003). Sua maior
producdo € através de fagocitos mononucleares,amis células T estimuladas por
antigenos, células NK, e mastdcitos também seeratagsta proteina. O mais potente
estimulo para producdo de TNF pelos macrofagod BS (lipopolissacaride), liberado em
grande quantidade por infeccdes bacterianas por gegativos. IFN, produzido por células
T e NK, aumenta a sintese de TNF por macréfagomatdos por LPS. Existem dois
receptores distintos de TNF com 55kD (TNFR1) e 75HDFR2). Apesar de ser uma
guimiocina, TNF apresenta afinidade incomumentg&abgbor seus receptores, presentes em
guase todos os tipos celulares (ABBAS, 2003). ldogplante renal, células efetoras mediam
a citotoxicidade secretando TNF. Este tem acdo @olas vizinhas por meio do receptor
TNFR1, em células endoteliais. O receptor TNFR2a atun células tubulares durante
episédios de rejeicdo (AL-LAMKI, 2001). Em ratosont delecdo genética de ambos
receptores de TNF apresentam maior sobrevida dertenA auséncia de TNFR1 no animal
receptor também prolonga a sobrevida do enxertiicando que outro papel do TNF é a
comunicacao entre as células (SUZUKI, 2003).

Em pacientes transplantados renais, tem sido eaclmnaumento da excrecdo de

TNF na urina durante episédios de rejeicdo aguddIT8, 2000). Neste trabalho,
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encontramos progressiva reducdo da excrecdo de I'MBRintervalo avaliado quando o
transplante era com doador vivo. Por outro ladtg 1380 foi encontrado no mesmo
procedimento com doador falecido, apesar de ses mmainogénico por caracteristicas do
enxerto como o0 maior tempo de isquemia fria. Tambéste grupo, houve correlacéo entre a
excrecao urinaria de TNFR2 no periodo inicial dms$plante e a funcédo renal ao final do
tempo de acompanhamento, sugerindo que quanto raagxcrecado desta quimiocina ao
inicio do transplante, menor sera o clearance @#tioina durante o seguimento. TNFR2 esta
presente nas células tubulares, as quais sdo @s @hs rejeicoes de menor classificacdo de
BANFF, enquanto o TNFR1 encontra-se nas célulasteligis acometidas em somente 25 a
40% das rejeicbes celulares agudas (MENGEL, 20B#@yeado neste dado, talvez uma
inflamacédo intersticial inicial seja responsavelr gesdes cicatriciais que determinardo
reducao da funcao renal aos 10 meses de transplante

5.7 RANTES/CCL5

RANTES/CCL5 (“regulated upon activation, normal Ellcexpressed and
secreted”) foi identificado por “screening” de hiizacdo subtrativa de genes expressos por
linfécitos T humanos 3 a 5 dias apods ativacdo (SOHA1988). A importancia do
RANTES/CCL5 em doengas renais foi primeiramenteifieada em um estudo de
transplantados renais com rejeicdo (PATTISON, 198dla quimiocina é quimiotraente para
linfécitos T, mondcitos, células NK, baséfilos, mddilos, e pode também ativar células do
sistema imune. Neste contexto, o0 mecanismo de sdwetardia € interessante para
perspectivas biolégicas e farmacéuticas (KRENSK¥99). Os enxertos renais rejeitados
apresentam grande quantidade de RANTES/CCL5 ligadendotélio vascular ao contrério
dos controles. Sabe-se hoje que RANTES/CCL5 édimwerde células do parénquima em
tecidos lesionados, liga-se a glicosaminoglicarmgndotélio, onde funciona como um sinal

para o recrutamento de células imunes (KRENSKY7200
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Em transplantados renais, os resultados sdo @méig sobre sua expressao
tissular na rejeicdo aguda (PATTISON, 1994; ROBEBNS2000), apesar de influéncia do
polimorfismo sanguineo (KRUGER, 2007) e do niveées sérico na propria RA (BAER,
2005) e na lesao de isquemia e reperfusdo do en¥&RAKI, 2006). Com o uso de
inibidores de RANTES, MET-RANTES (GRONE, 1999) e 4 (HORUK, 2001), ha uma
reducdo de sua expressdo em bidpsias renais, rdargennalterado em resposta ao uso de
IECA (NORIS, 2003). O uso de estatinas também gsesapta como redutor do nivel
sangiineo do RANTES/CCL5 (LI, 2006). Em doenca @MV, ocorre elevacdo de sua
expressdo tissular (SOULE, 2006), assim como naoteicidade por ciclosporina
(BENIGNI, 1999). Existem pouco estudos que avalssus niveis na urina e, alguns deles,
sao conflitantes na sua relacdo com a rejeicdosa@AER, 2005; KOTSCH, 2004).

Neste estudo, entre as 8 citocinas estudadas, RSNIELS foi a Unica que
apresentou menor excrecao nos transplantados aegéoeho grupo controle, sem diferenca
estatistica em nenhuma das outras avaliacbesagatizAté mesmo a presenca de infeccdo
por CMV e de RA néo influenciou em seus niveis. Uhossivel explicacdo para este achado
seria sua pronta resposta a imunossupressao dailczano observada na comparagdo com o
grupo controle, com tal forca que nem mesmo estismihflamatérios de CMV e RA
poderiam altera-la nestes primeiros 10 meses ektaddalvez a dosagem das citocinas
exatamente no momento destes eventos relatadosamesima diferenga significativa

5.8 IP-10/CXCL10

IP-10/CXCL10 (proteina 10 induzivel por interfergné uma das quimiocinas que
age no receptor CXCR3 de linfocitos T helper linag®mo I-TAC/CXCL11 e MIG/CXCL9
(VIOLA, 2008). Na inducdo da resposta inflamatédia transplante, ha um estimulo a
producdo desta linhagem de células T com seustoeespCXCR3 e CCR5 (CARDONI,

2005). Vérios estudos demonstram aumento de suassgm em bidpsias renais com rejeicao
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aguda (JIMENEZ, 2005), lesé@o de isquemia e rep@ofi8RAKI, 2006), glomerulopatia do
transplante (AKALIN, 2003) e doenca por CMV (SOULIH06). Seu nivel sanglineo pre-
transplante parece ser preditor da funcdo do emXB®MAGNANI, 2005). Sua excrecéo
urinaria € aumentada durante episédios de rejeagimla (HU, 2004; KANMAZ, 2004;
HAUSER, 2005), sendo preditor deste acometimentdJSER, 2005; TATAPUDI, 2004), e
controle de seu tratamento (HU, 2004; HAUSER, 20BBm disso, seu nivel urinario meédio
no 1° més pos-transplante € considerado preditdumizio do enxerto com 3 e 6 meses
(MATZ, 2006). Apesar de tantos trabalhos demondtvasua relagcdo com o transplante renal,
nao conseguimos achar diferenca estatisticamegteafisativa em nenhuma das situacoes
avaliadas, nem mesmo entre os transplantados dgao$i Como esta citocina tem-se
mostrado um preditor precoce da rejeicdo com prorednora apOs resposta a tratamento,
talvez 30 dias seja um periodo muito longo paraadaet suas alteracdes. E provavel que
detectassemos alteracdes em seus niveis se tageds§ossem realizadas na 12 ou 22 semana
pés-transplante.

5.9 MIP-1a/CCL3

MIP-10/CCL3 (proteina inflamatéria de macréfagoa),l assim como o
RANTES/CCL5, age em receptores CCR1 e CCRS5, tengliesa semelhantes. Tais
quimiocinas agem, portanto, em mondcitos, célulaslper 1, NK, de memodria e regulatorias
(VIOLA, 2008). Em bidpsias renais, sua expressam ayesenta aumento em presencga de
rejeicdo aguda (ROBERTSON, 2000; OLIVEIRA, 1997/Mgeanto na NCE isto acontece
(OLIVEIRA, 1997). N&o existem relatos publicados dea dosagem urindria em
transplantados, ao contrario de outras afeccOessréBAKAIL, 2002). Neste estudo, esta foi a
Unica citocina que apresentou reducdo significaginre dois dos trés tempos estudados,
especificamente entre 0 1° e 10° més, no grupoadspiantados como um todo. Também

neste pacientes houve correlacao significativeeesgus niveis e a funcéo renal no inicio do
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periodo estudado. A presenca de RA e/ou infeccBo@dV foi fator determinante em sua
reducado entre o periodo intermediario e final esfod No 3° més, a presenca destes fatores
influenciou em sua menor excrecao. Quanto melhmngao renal neste mesmo momento,
menor o seu nivel aos 10 meses. Teoricamente aqoefe menor quantidade de fatores
inflamatorios, os que ndo apresentam CMV e RA 3aoeses demonstraram uma correlacao
entre seu nivel e a funcdo renal. Apesar de potedasos na literatura, esta quimiocina
apresentou resultados promissores no presenteoestditando sua participagdo na evolucao
do transplante renal como preditor da funcdo renadarcador do estado inflamatorio do
enxerto.

Em resumo, MIP-#/CCL3, IL-8/CXCL8, sTNFR2 e IL-1Ra apresentaram
correlagcdo com a funcao renal em algum dos peripdsdransplante. MIPelCCL3, MCP-
1/CCL2 e sTNFR1 alteraram durante o seguimentgédogntes transplantados de diferentes
formas de acordo com a presenca de RA, infeccao@elV e tipo de doador. RANTES e
IP-10/CXCL10 urinarios foram constantes nestesgmdes estudados. Finalmente, este estudo
corrobora a idéia de que quimiocinas e citocinamatias possam se constituir em

biomarcadores urinarios para o transplantado reméituro.
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6 CONCLUSOES E LIMITACOES DO ESTUDO

Devido ao tardio diagndstico da lesdo renal aguedm sido relatado novos
biomarcadores urinarios de injaria como KIM-1 e NGA&ntretanto, estes sédo resultantes de
alteracOes da arquitetura renal. Marcadores infi@mnes renais com a possibilidade de prever
futura les@o devido ao inicio de infiltracdo leutarta renal ndo estdo bem definidos. Tais
marcadores, principalmente urinarios, sao pouaaladbs.

Este estudo demonstrou que as quimiocinas e cecirinarias podem realmente
refletir e predizer funcdes e rejeicdes do enxexoportando-se como mais uma ferramenta
no controle dos transplantados renais. E possiuel mfio apenas uma substancia seja
importante na avaliacdo dos pacientes transplastadas um conjunto delas que seriam
utilizadas para uma melhor predicdo néo invasivasiado do enxerto renal.

Neste contexto, o presente estudo mostrou que d&miiP-l/CCL3, MCP-
1/CCL2 e sTNFR1 alteraram durante o seguimentgédomntes transplantados de diferentes
formas. Além disso, MIP«lCCL3, sTNFR2 e, principalmente, IL-1Ra nos pa@entom
doadores falecidos e IL-8/CXCL8 nos transplantagiosgeral, apresentaram boa correlacao
com a funcdo renal em algum dos periodos pos femisp Embora ndo tenham sido
detectadas alteragBes nos niveis urinarios de tamies citocinas inflamatorias como IP-
10/CXCL10 e RANTES/CCLS5, provavelmente em funcdgddodo de avaliacao, fica clara
a necessidade de estudos adicionais no intuito eterndinar a utilidade préatica da
determinagao desses importantes biomarcadores.

Tais resultados deste trabalho demonstram queisoginas e citocinas urinarias
podem realmente refletir e predizer funcdes e @ga@p do enxerto renal, comportando se
como mais uma ferramenta no controle clinico e ritooial destes pacientes, ja
demonstrados em outros estudos. Por outro ladoclusiies definitivas devem ser

consideradas com cautela tendo em vista o nUmeuzice de pacientes estudados.
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APENDICES E ANEXOS



APENDICE A- PROTOCOLO PARA A COLETA DE DADOS

Alta Hospitalar de Transplante Renal

Registro:
DatadoTX. [/ [/

Data da alta hos;ﬁar: I

95

Receptor:

Centro de TRS:

Iniciode TRS:__ /| Sexo: atte: anos DN:

Etiologia:

PRA(_/ I )
Diurese residual: ml/24hs
Medicacéao pré operatoria:

Cor_ B _N_O ( )HD ( )DP Tel:

Data ult tx: Causa da perda do enxerto:

Classificacdo ABO: HLADR:

/[ B: [/

Peso seco:

Kg

Doador:

sexo: Idade: Obs:

Cadaver.___
Causa mortis:

Comorbidade:

Cr: aminas: TIF:
Vivo:
Parentesco: grau:

Classificacdo ABO HLA: DR:

idade:

Peroperatério: Cir vascular:

Urologista:

Nefrologista:

Tempo de anastomose: Isquemia quente:__io dsianastomose:
2 >2 Perfuséao renal boamédia ruim

Artrenal: 1
Implante ureter: __ Gregoir Politano
DuploJ S N

Diurese: __imediato ___horas ___dias FTE: _ N

Necessidade de didlise: tempo:
Medicacao peroperatoria:

Inducdo:__ N __ basilixmab __ daclizumab __ okt3 _oghabulina
Solumedrol: mg Furosemida:___mg Verapamil: g m
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Tempo de CTI: tempo de SVD: tempo de aces#ral:

Esquema imunossupressor inicial:
___csatazatpred __ csa+tmmf+pred _ fk+tmmf+pred +srifkpred mmf+sri+pred

__csatsmf+pred __ fk+smf+pred __smised
Outra:
INTERCORRENCIAS:
REJEICAO
rej hiperaguda: RAC:__ S N __ DPO corticorresistente:_

Biopsiarenal: _ BANFF.
Medicacdo: __ timoglobulina __ okt3 __ solumedrol

Tempodeuso: ~  Resposta: S N
INFECCAO
ITU: __ _ DPO Urocultura: __ Bactéria:
Tratamento:__ dias ATB:
Infeccdo fangica: __ sitio Infeccaalvir_ sitio CMV__
Outras:

tratamento: dias Medicamento:

COMPLICACAO CIRURGICA: _ S N
___seroma __fistula urinaria __urinoma __trombosefeccdo FO __ deiscéncia
anastomose vascular Outro:

PERDA DO ENXERTO:
Causa:__ rejeicao __ trombose __infeccdo __ outra:

OBITO:
causa: __ cardiovascular :___ infeccdo __ outras:
___DPO

Creatinina de alta

Imunossupresséao de alta

___csatazatpred __ csa+tmmf+pred _ fk+tmmf+pred +srifkpred mmf+srl+pred
__csatsmf+pred __ fk+smf+pred ___smised

Outra:

Outras intercorréncias:




Data TX:

Folha ambulatorial
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TGFf sg

TGF ur

Clear Cr calc

Cr

Crur

Ac Urico

Proteinuria

IECA / BRA

Dislipidemia

DMPT

Csa/FK/ Srl

Medicacéao

intercorréncia
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APENDICE B- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLAREDO

TERMO DE CONSENTIMENTO
(para pacientes a serem transplantados renais)

Por meio deste termo de consentimento, informamesegtamos desenvolvendo uma
pesquisa no Hospital das Clinicas da UFMG paradastoos uma substancia do sangue e da
urina chamada pelos médicos de fator de crescingetramsformacéo do tipo beta (TGJFe
a relagcéo desta substancia com o funcionamentiondwansplantado.

Alguns estudos mostram que o chamado PGFede participar do problema dos rins
transplantados tendo relacdo com a rejeicao eda jgertransplante.

Este estudo quer, entdo, saber qual € a quantiead&Fg que esta no sangue e na
urina dos pacientes transplantados renais, tentargtose isso tem relacdo com o
funcionamento do rim transplantado.

Os exames para determinacdo do Tk sangue serdo coletados através de puncéo
de veia periférica durante a mesma coleta queta fera outros exames de rotina do
transplante renal. A dosagem do TfERa urina seré feita utilizando uma parte da udiea
24 horas que é colhida de rotina para medir a iptoia dos pacientes transplantados renais.
Estamos garantindo que esses exames sO serdalosletaealizados ap0s sua autorizagéo e
assinatura deste termo de consentimento pés-inftrma

Garantimos ainda que serdo resguardadas sua mmtedprivacidade e os resultados
desse estudo somente serdo utilizados para aunesrtanhecimentos da medicina.

Finalmente, vocé tem o direito de recusar em ppatiacdo trabalho em qualquer etapa
do mesmo, sabendo-se que vocé continuard a reoceb@tamento convencional para o

transplante renal, tendo assim garantida sua &ssiatmédica.
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Eu, paciente , transplantado renal, entendi

tudo que foi explicado sobre essa pesquisa e cdm@n participar das coletas de sangue e
urina para dosar o TGr-Este estudo sera feito pelos Drs André BarreteiRe Nilton
Alves Resende e Ana Cristina Simdes e Silva do itgpas Clinicas da UFMG. Confirmo
que fui selecionado de forma voluntaria para padicdessa pesquisa. Eu assinei e recebi

uma copia deste termo de consentimento.

Data e local:

Assinatura do paciente:

Assinatura do pesquisador:

Contatos:
Dr André Barreto Pereira

Cel: (31)87270853

Dr Nilton Alves Resende
Cel: (31)99789545

COEP/UFMG - COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Av Alfredo Balena, 110-1 Bairro Santa Efigénia CEF310100 Belo Horizonte MG

Tel:(31)32489364
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ANEXO A- APROVACAO DO COMITE DE ETICA - UFMG



UMG Iiniversidade Federnl de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesguisa da UFMG - COEP

Parecer n®. ETIC 430/05

Interessado: Prof. Dr. Nilton Alves de Rezende
Depto. de Clinica Médica
Faculdade de Medicina-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou no dia
25 de margo de 2006, o projeto de pesquisa intitulado "Avaliagdo dos
niveis circulantes e urindrios do fator de transformagio e
crescimento do Tipo Beta (TGF-B) em pacientes transplantados
renais” bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do
referido projeto,

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado aoc COEP um
ano apos o inicio do projeto,

Belo Horizonte, 25 de abril de 2008.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral

Coordenadora do COEPIUFMG

2* via
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ANEXO B- APROVACAO DO COMITE DE ETICA - SANTA CASADE

MISERICORDIA DE BELO HORIZONTE



Comrri bE ETiCA EM PESQUISA
PARECER CONSUBSTANCIADO

Registro CEP: 002/2006 (Este niimero deve ser citado nas correspondéncias referentes & este projeto)

Titulo: “Avaliagio dos niveis circulantes ¢ urindrios do fator de transformagio e crescimento do tipe beta
{TGE-f em pecientes transplantados renais™,

Pesquisadora Responsivel: Dr. André Barreto Percira
Institwighio: Santa Casa de Misericérdia de Belo Horizonte

Iniroducio:

Existem evidéncias da participagio do TGF-f nos mecanismos fisicpatolégicos de diversas doencas,
meluinde as docngas renais e transplantes de drplos. Atualmente, a sobrevida do enxerto renal para
receplores de enxertos de doadores caddveres estd proxima de 90% no final do primeine & e a memn vida
aproximada do cnxerto de 13 anos, A rejeicio aguda e nefropatia crinica do enxerto sio ftores importantes
e decisivos na evolugdo do transplante renal.

Objetivo:
O projeto tem como objetivo avaliar os nivels plasmaticos e urindrios de TGF-f em pacientes
transplantades renais ¢ controles normais,

enho ¢ ologia:
Trata-se de um estudo prospective em que os pacientes transplantados renais serdo submetidos &
coleta de sangue & urina no

Comentirios:

O projeto esta bem fundamentado do ponto de vista tedrico; a metodologia estd adequada; 2 docimentagio
que complie o prolocolo enconira-se completa:  ndo ha qualquer custo para a Instiluigdo; o estudo serd
acempanfiade pela Fisioterapeuta Juliana Caldas, Coordenadora de Fisioterapia Tnfantl da Santa Casa de
Belo Honzonte.

Parecer
Diante do exposio, o CEP da Santa Casa de Misericordia de Bela Horizoale, em reumiio do dia 03 de

fevereirn de 2006, apraveu o referido estudo, bem como o Termo de Consentimento Livre Esclarecida.

OBS.:
1 - Apds o inicio da pesquisa, o pesquisador responsivel deverd enviar ao CEP relatbrios semesirais ¢ final
(para o primeiro semestre o prazo é 30 de jurho: para o segundo semesire ¢ 31 de dezembra),

Belo Honzonte, 16 de fevereirn  de 2006,

s Uinto )

Coordenador do CEP
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ANEXO C — TERMO DE COMPROMISSO DO SERVICO DE TRANSWNTE
RENAL DO HC-UFMG



Termo de Compromisso

Estou ciente e autorizo a realizagio do projeto de mestrado “Avaliagio
dos niveis circulantes e urindrios do Fator de Transformagio ¢ Crescimento do
tipo beta (TGF-B) em pacientes transplantados renais” pelo pesquisador Dr
André Barreto Pereira, onde serfo avaliados pacientes do Servigo de
Transplante Renal do Hospital das Clinicas da UFMG.

Belo Horizonte, 20 de oumbro de 2005

(ralmsglio i il

Dr Abrahio Salomdo Filho
Coordenador do Servigo de Transplante Renal do HC-UFMG




106

ANEXO D — TERMO DE COMPROMISSO DO SERVICO DE NEF|
DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE BELO HORIZONTE



Termo de Compromisso

Estou ciente & autorizo a reglizacio do projeto de mestrade " Aveliag@o
dos niveis circulantes e urindrios do Fator de Transformagdo e Crescimento do
tipo beta (TGF-B) em pacientes transplantados renais”™ pelo pesquisador Dir
André Barreto Pereira, onde serdo avaliados pacientes submetidos a transplante
renal no Servigo de Nefrologia da Santa Casa de Belo Hooizonte.

Belo Honzonte, 20 de outubro de 2005

A .r &d/

.| Dr Gustavo Mério €apanema Silva

Chefe do Servigo de Nefrologia da Santa Case de Belo Horizonie
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ANEXO E — APROVACAO DA DEFESA DE DISSERTACAO PELAGMISSAO
EXAMINADORA



FACULDADE DE MEBICINAG
CENTRO DE POS-GRADUACAO
Aw, Prod. Adfredo Halena 190/ snln 533
Beclo Horizante - 840G - CEP 31302100
Fone: (U317 2400 89641 FAX: (31) 3409 940
S exdiging, i ing by

DECLARACAO

A Comissdo Examinadora abaixo assinada, composta pelos Professores
Doutores: Nilton Alves Rezende, Ana Cristina Simées e Silva, Roberio Pecoits
Filho e Katia de Paula Farah, aprovou a defesa de dissertagfo intitulada;
“QUIMIOCINAS E CITOCINAS URINARIAS NO TRANSPLANTE
RENAL”, apresentada pelo mestrando ANDRE BARRETO PEREIRA para
obtencao do titulo de Mestre em Medicina, pelo Programa de Pés-Graduagio
em Clinica Médica da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de
Minas Gerais, realizada em 24 de outubro de 2008.

Prof, Nilton Alves Rezende
Orientador

Ao G 1 LA

Profa. Ana Cristina Simées e Silva
Co-orientadora

Lt s

Prof. Roberto Pecoits Filho

Uihe de o (3]

Profa, Katia de Paula Farah
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