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RESUMO

O transplante renal é a melhor opc¢do terapéutica e de reabilitacdo para pacientes
com Doenca Renal Crénica em estagio terminal. O aumento da sobrevida do enxerto
tem sido um desafio constante, existindo a necessidade de um monitoramento
continuo para que precocemente seja detectada uma disfuncéo do enxerto e tomada
de decisOes, evitando a rejeicdo. Evidéncias sugerem que a inflamacéo persistente e
0 estresse oxidativo comegam precocemente no processo de queda da funcgéo renal,
apontando o valor potencial dos marcadores inflamatérios em pacientes
transplantados renais como preditor de disfuncdo do enxerto. Com o objetivo de
investigar o perfil da cistatina C (CysC), interleucina 2 (IL-2), interleucina 6 (IL-6) e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) em receptores de transplante renal, analisou-
se no periodo do pré transplante, com 30 e 180 dias do pos transplante através do
meétodo imunonefelométrico, a CysC sérica e através dos ensaios imuno enzimaticos
humanos, os niveis séricos de IL-2, IL-6 e TNF-a em 23 pacientes que realizaram
transplante renal com faixa etéria compreendida entre 18 e 60 anos, transplantados
com rim de doador vivo e que assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. 19 pacientes foram submetidos ao esquema de imunossupressao
compreendendo inibidor de calcineurina (INC) (Tacrolimus), Micofenolato de Mofetil
e Prednisona e 04 pacientes ao esquema INC (Ciclosporina), Azatioprina e
Prednisona. 08 pacientes receberam inducéo, sendo 6 com anticorpo monoclonal
(Basiliximab) e 2 com anticorpo policlonal (Timoglobulina), e 15 nédo receberam
inducdo. A média de idade dos pacientes foi de 34,3 anos (+ 11,7), havendo
predominéncia do sexo feminino (52%) e da etnia negra (61%). Na internacgéo, as
médias de peso, peso seco, altura, pressao diastblica e sistdlica, hemoglobina,
albumina, fésforo e creatinina encontradas foram de 55,2Kg (x 14,0), 54,7Kg (+13,3),
158 cm (+ 0,1), 133 mmHg (£21,6), 88 mmHg (£15,6), 11,7 g/dL (x1,9), 4,1 mg/dL
(x0,5), 6,2 mg/dL (£1,7) e 8,9 mg/dL(x4,1) respectivamente, havendo um predominio
de doencas nao glomerulares como doenca de base. Quando comparados entre si,
nos diferentes tempos de coleta, a CysC e creatinina (Cr) apresentaram diferenca
significante entre a internacdo e com 30 dias do pos-transplante (p<0,0001) e entre a
internacéo e com 180 dias do pos-Transplante (p<0,0001), a IL-2 com 30 e 180 dias
do pos-transplante (p = 0,0418) e TNF-a na internagédo e com 30 dias do pos-



transplante (p=0,0001). Observou-se uma correlagdo negativa estatisticamente
significante da CysC com TNF-a na internacédo e IL-6 com 180 dias do pos-
transplante. Quando comparados os pacientes biopsiados e ndo biopsiados, a Cr e a
CysC apresentaram diferenca estatisticamente significante nos pacientes biopsiados
com 30 e 180 dias do pos-transplante. Esses resultados indicam que ndo existe
correlacao significativa entre os niveis séricos de CysC, IL-2, IL-6 e TNF-a em um
seguimento a curto prazo de receptores de transplantados renais. Nos pacientes
submetidos a biopsia e ndo biopsiados, os niveis de CysC foram muito similares
aos niveis de creatinina, ao contrario da IL-2, IL-6 e TNF-a, sendo necessario a
realizacdo de novos estudos para avaliacdo do perfil destes marcadores a longo

prazo.

Palavras-chave: cistatina C; interleucinas; marcadores; transplante renal.



ABSTRACT

Kidney transplantation is the best therapeutic and rehabilitation option for patients
with end-stage chronic kidney disease. The increase of graft survival rate has been a
constant challenge. It is necessary a continuous monitoring in order to detect as soon
as possible a graft dysfunction and so that the implementation of a decision for
preventing graft rejection. Evidences suggest that persistent inflammation and
oxidative stress begin early in the process of a failing kidney function, indicating the
potential importance of inflammatory markers in kidney transplant patients as a
predictor of graft dysfunction. We aimed to investigate the profile of cystatin C
(CysC), interleukin 2 (IL-2), interleukin 6 (IL-6) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-
a) in kidney transplant recipients. We performed the analyses before transplantation
and within 30 and 180 days after transplantation. For the serum CysC we used the
immunonephelometric assay, and for IL-2, IL-6 and TNF-a, the human enzyme
immunoassay. We investigated 23 patients whose ages were between 18 and 60
years and who underwent living donor kidney transplantation. All patients signed a
consent form. 19 patients underwent immunosuppressive regimen consisting of
calcineurin inhibitor (CNI) (tacrolimus), mycophenolate mofetil and prednisone. Other
04 patients received CNI (cyclosporin), azathioprine and prednisone. 08 patients
received induction therapy, with 6 of them, with monoclonal antibody (Basiliximab)
and 2 with polyclonal antibody (Thymoglobulin). 15 did not receive induction. The
patient’s average age was 34.3 years (x 11.7), with more females (52%) and black
ethnicity (61%). The weight, dry weight, height, systolic and diastolic blood pressure,
hemoglobin, albumin, creatinine and phosphorus averages, at admission to the
hospital, were 55.2 kg (x 14.0), 54.7 kg (x 13.3), 158 cm (£ 0.1), 133 mmHg (* 21.6),
88 mmHg (+ 15.6), 11.7g/dL (x 1.9),41mg/dL (x 0.5),6.2mg/dL (x 1.7) and
8.9 mg / dL (x 4.1) respectively. The non-glomerular diseases were more prevalent
as underlying disease. When compared each other at different times of collection,
CysC and creatinine (Cr) showed a significant difference (p <0.0001) between
admission and 30 days after transplantation and between admission and 180 days
after transplantation (p <0.0001); IL-2, between 30 and 180 days after transplantation
(p = 0.0418) and TNF-a between admission and 30 days after transplantation (p =
0.0001). A statistically significant negative correlation of CysC with TNF-a at



admission, and IL-6 within 180 days after transplantation was observed. When
comparing patients who underwent biopsy and those who did not, the Cr and CysC
had a statistically significant difference in patients biopsied between 30 and 180 days
post-transplantation. These results indicate that there is no significant correlation
between serum CysC, IL-2, IL-6 and TNF-a in a short-term follow-up of renal
transplant recipients. In patients who underwent biopsy and those who did not, the
levels of CysC and creatinine were very similar, unlike IL-2, IL-6 and TNF-a. It is
necessary to perform new studies to evaluate the profile of these markers on long

term.

Keywords: cystatin C, interleukins, markers; kidney transplantation.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o transplante renal tornou-se um procedimento rotineiro
para o tratamento dos pacientes com Doenca Renal Cronica (DRC) em estagio
terminal, oferecendo-lhes maior qualidade de vida e prolongando significativamente a
expectativa de vida quando comparada aquela do paciente mantido cronicamente em
didlise (1;2).

O transplante renal é o tratamento de escolha no que se refere & sobrevida
destes pacientes. Com o advento de novos farmacos imunossupressores, os indices
de rejeicdo aguda diminuiram significantemente, embora o impacto na meia-vida dos

enxertos tenha sido menos importante (1;3).

A expansdo dos conhecimentos e o surgimento de novas técnicas em biologia
celular e molecular vém revolucionando o entendimento da fisiopatogenia de diversas
condi¢cBes associadas com disfuncdo dos enxertos, possibilitando diagnésticos mais
precisos e precoces. Estas técnicas, aplicadas no estudo da rejeicdo subclinica,
rejeicdo aguda e crbnica, tém contribuido na elucidacdo de seus mecanismos

imunolégicos (1).

A rejeicdo aguda (RA) e a disfuncdo crénica do enxerto (DCE) sdo entre
outras, importantes causas de perda de enxertos. A RA quando associada a
disfuncao inicial do enxerto é um fator de impacto negativo na sobrevida tardia. A
DCE tem terapéutica inespecifica em virtude de sua etiologia multifatorial, e evitar ou
retardar a sua progressao pela prevencdo ou com diagndstico precoce, assume
importancia primordial no manejo do paciente transplantado renal. Agentes
imunossupressores quimicos e biolégicos utilizados de forma combinadas em
protocolos de imunossupressao sdo usados com o objetivo de minimizar o fendmeno
da rejeicdo do enxerto. Essas drogas, por meio de mecanismos moleculares
complexos visam modificar a resposta imunolégica de forma a “aceitar” ou “ignorar” o

orgéo transplantado (1;2).

Atualmente a monitorizacdo dos enxertos renais € feita pela medida de sua

funcado, determinando-se rotineiramente a creatinina sangulinea, cujas variacdées nao
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sdo especificas para a rejeicdo, e pela bidpsia renal, um procedimento invasivo com
potencial de morbidade, caro e sujeito a erro de amostragem, uma vez que 0S
processos inflamatdérios podem ser focais e que na bidpsia examina-se um pequeno
fragmento renal. Desta forma, a identificacdo de moléculas por métodos nao
invasivos, sensiveis, Uteis na pratica clinica, os chamados biomarcadores, tem sido

objeto de extensos estudos por varios grupos de pesquisadores (1).

A terapia renal de substituicdo da funcdo renal, didlise ou transplante renal
deveria ser considerada a alternativa mais provavel para um paciente portador de
DRC que apresenta faléncia funcional renal, contudo nédo é. Na verdade, os pacientes
com DRC tém mais chance de Obito por causas cardiovasculares ao longo da
progressdo de suas doencas do que de iniciar a dialise ou de ser submetidos a
transplante renal. Além do mais, a DRC € considerada atualmente o principal fator de
risco de morbimortalidade cardiovascular, o que torna a sua identificacdo precoce
importante ndo s6 para os nefrologistas, mas também para os clinicos em geral

(cardiologistas, endocrinologistas, médicos de atencao primaria) (4).

O diagnéstico da DRC, particularmente nos seus estagios iniciais, quando ela é
frequentemente assintomatica, ficou enormemente facilitado com a ado¢&o, em todo o
mundo, da definicdo da doenca introduzida pelo Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative (KDOQI) da National Kidney Foundation americana (NKF). Por defini¢édo, é
portador de DRC todo individuo que apresentar: 1. Filtracdo glomerular (FG)
<60mL/min/1,73m?% 2. FG>60mL/min/1,73m? e pelo menos um marcador de lesdo do
parénquima renal (p. ex., proteinuria) e 3. Cronicidade das alteracdes, ou seja, que
elas estejam presentes por um periodo =23 meses. Adicionalmente, o grupo de
trabalho do KDOQI propds estagiar a DRC baseado na FG (mL/min/1,73m?): estagio 1
(FG 290), estagio 2 (60-89), estagio 3 (30- 59), 4 (15-29) e estagio 5 (<15, estando ou
ndo o paciente em didlise). Um aspecto importante na identificacdo da DRC é decidir

guem rastrear (4).

No Brasil, a prevaléncia de pacientes mantidos em programa crénico de dialise
mais que dobrou nos ultimos oito anos. A incidéncia de novos pacientes cresce cerca
de 8% ao ano e estima-se que existam cerca de 1,2 milhdes de brasileiros com DRC.

Apesar dos avancos nos meétodos dialiticos e no transplante renal, a mortalidade na
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DRC permanece elevada, principalmente em sua fase terminal, estando associada a

eventos cardiovasculares na maioria dos pacientes (5).

Diversos trabalhos tém destacado o papel central que o processo inflamatoério
crobnico presente na hemodidlise desempenha na aterosclerose acelerada e na
mortalidade cardiovascular. Além disso, a inflamacdo na dialise participa, direta ou
indiretamente, da fisiopatologia da desnutricdo, da calcificacdo vascular e da
sindrome da anemia cardiorenal, apresentando grande impacto na sobrevida dos
pacientes. A causa da inflamacdo na dialise € multifatorial, porém ja estd bem
demonstrado que a PCR apresenta forte correlagdo com hipoalbuminemia, anemia,
desnutricdo e mortalidade, sendo atualmente considerado, além de marcador, um
importante mediador inflamatério relacionado a disfuncéo/ativacdo endotelial e a

patogénese da aterosclerose (6).

Evidéncias sugerem que a inflamacdo persistente e o estresse oxidativo
(desequilibrio entre a formacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e a
capacidade antioxidante total do organismo) comeca precocemente no processo de
queda da funcdo renal. Estudos recentes demonstram que a doenca renal é
associada com uma pequena elevacao de proteina C reativa (PCR), mesmo entre os
pacientes com doenca renal moderada. Os leucdcitos polimorfonucleares parecem
ser um mediador chave do baixo grau de inflamacao e estresse oxidativo em doenca
cardiovascular leve. Porque os marcadores inflamatorios e pro-trombéticos predizem
mudancas na funcdo renal, intervencbes que reduzam a inflamacdo tém sido
sugeridas para conferir beneficio ndo s6 da doenca cardiovascular, mas também
renal. Nos pacientes com doenca renal em estagio final a elevacdo mediana dos
niveis de PCR tem sido documentada tanto perto do inicio da dialise, como em
pacientes que receberam dialise (7).

O transplante renal deve ser visto como um processo indutor de intensa
reacao inflamatoria, onde um 6rgédo proveniente do doador, repleto de antigenos
imunogénicos, € apresentado ao complexo sistema imune do receptor. Em
conseqUéncia é esperado que as citocinas e quimiocinas tenham papel importante na
mediacdo desse processo. Varias quimiocinas e citocinas tém sido pesquisadas no

sangue e no tecido renal de transplantados renais. Algumas dessas substancias tém
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sido relacionadas com fibrose intersticial/atrofia tubular (IF/TA), rejeicdo aguda (RA),

presenca de dislipedemia e infecgdes (8)

Tem existido interesse recente no valor potencial de marcadores inflamatorios
no pré transplante como preditor de rejeicdo aguda e perda do enxerto em pacientes
transplantados renais adultos. O marcador de inflamacédo mais amplamente estudado
€ a PCR, uma proteina reagente de fase aguda sintetizada pelo figado em resposta a
interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) e interleucina 1b (IL-1b).
Portanto, alto nivel de PCR é reflexo de um estado inflamatorio. Além do mais, PCR
também tem efeitos pro inflamatérios proprios como complemento de ativagédo e
estimulacdo da atividade de células natural killer. Embora a meia vida da PCR seja
somente de 4 a 6 horas, uma alta concordancia nos niveis durante longos periodos de
tempo (>6 meses) tem sido demonstrada. Além disso, PCR é medida facilmente no

soro e 0s niveis aumentam até 1000 vezes com inflamacéo (9).

A identificacdo de novos biomarcadores que possam detectar precocemente
um comprometimento da funcéo renal tem sido um grande desafio para a comunidade
cientifica nos dias atuais, a0 mesmo tempo em que também instiga a busca
incessante de respostas promissoras para que em tempo habil sejam tomadas

medidas de protecdo do rim.

A busca de um biomarcador n&do invasivo que possa auxiliar na estimativa de
risco de rejeicdo ainda no pré transplante, bem como um biomarcador que possa
preceder o inicio da rejeicdo aguda e a nefropatia crénica do enxerto, indicando
paciente em risco ou a atravessar um episodio de rejeicdo, pode ser uma valiosa

contribuicdo do monitoramento ao paciente em curso.

As investigacdes em causas de perda de transplantes de rim tem apontado os
mecanismos imunologicos mediados por células e anticorpos, como uma ameaca
grave para o transplante renal, podendo acontecer a rejeicdo do rim transplantado em
diferentes pontos do tempo do poOs transplante através da apresentacdo de

aloantigenos diferentes e de mecanismos imunes.
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Para o sucesso do transplante de 6rgdos é extremamente necessario um
adequado controle do enxerto, devendo-se dar especial aten¢cdo a compreensao dos
mecanismos imunolégicos envolvidos nesta modalidade de terapia substitutiva, pois
na maioria dos casos as respostas imunes adaptativas aos 0rgaos enxertados sédo o

principal impedimento ao transplante bem sucedido.

Neste cenario, a investigacdo deve estar centrada na busca de exames
laboratoriais preditivos que possam ser Uteis na identificacdo de pacientes com alto
risco de rejeicdo do enxerto. Buscando ampliar os conhecimentos sobre as
caracteristicas e comportamento fisiolégico da cistatina C, interleucina 2, interleucina
6 e fator de necrose tumoral alfa em trés momentos distintos: no pré transplante,
com um més e seis meses do pos transplante, este estudo se propbe ao
aprofundamento no conhecimento destes biomarcadores, como potenciais

indicadores precoces nas alteracbes que possam ocorrer nestes pacientes.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico do tratamento dialitico e transplante renal

Em 23 de dezembro de 1954, um rim foi transplantado intervivos entre dois
irmaos gémeos, de um gémeo saudavel para um que estava com doenca renal. A
cirurgia foi realizada no hospital Peter Bent Brigham, em Boston, e John Merril,
Joseph Murray e Hartwel Harrison lideraram a equipe clinica. A operacdo foi bem
sucedida, a funcéo renal foi restaurada no receptor (embora ele pudesse mais tarde
ter ambos os rins préprios removidos a fim de controlar a hipertenséo), e o doador
nao sofria efeitos de doenca. Este foi o primeiro bem sucedido transplante realizado
mediante uma experiéncia de faléncia. Por esta razéo, isto gerou enorme estimulo,
tanto nos meios de comunicacdo como entre os médicos, em um tempo quando 0s
pioneiros de transplantes renais foram desanimados sobre a possibilidade de alguma

aplicacgéo clinica real (10).

Este transplante bem sucedido ocorreu cerca de 50 anos depois que Emerich
Ullmann realizou a primeira experiéncia de transplante de rim entre cachorros em

Viena em 1902. Uns poucos anos mais tarde, em 1906, Mathieu Jaboulay, professor
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de cirurgia em Lyon, Franca, conectou uma artéria renal de uma ovelha e um rim de
porco, respectivamente, para a artéria braquial de dois pacientes que estavam
morrendo de faléncia renal. Nenhum rim funcionou, mas estes foram os primeiros
transplantes com enxertos estranhos, que tinham sido realizados em humanos. A
técnica usada para anastomosar os vasos foi a desenvolvida e descrita por Alexis
Carrel, que era um jovem cirugido da unidade Jaboulay’s e de fato a técnica de
anastomose descrita por Carrel, € ainda utilizada até hoje, para os transplantes
renais. Carrel disse que o0s transplantes estariam resolvidos quando se
desenvolvessem mecanismos de prevencéo de rejeicdo de tecidos estranhos. Existiu
uma séria atencao clinica por um cirugido russo Yu Yu Voronoy, que transplantou seis

rins de cadaveres, para seis receptores humanos, mas sem sucesso (10).

A era moderna de transplante comecou em Paris e Boston, ap6s a segunda
guerra mundial, com destaque para o pdés guerra, com uma pequena série de

transplantes renais de falecidos realizados por David Hume em Boston (10).

O transplante renal tem sido realizado no Brasil desde 1964, e o primeiro
programa regular de transplante de rim iniciou em 1965 na Universidade de S&o
Paulo. Existem 160 centros de transplante no Brasil, 111 dos quais realizam
transplantes de rim. O numero total de transplante renal tem aumentado
continuamente desde 1970, alcancando aproximadamente 3.400 por ano. Expressado
como uma proporcdo da populacdo total, o numero de transplante renal chega a
aproximadamente 22 ppm, duas vezes a média da América Latina (11).

Embora os transplantes envolvendo doadores vivos fossem esmagadoramente
predominantes em 1970 e 1980, o uso de doadores falecidos tem aumentado desde o
comeco de 1990, chegando aproximadamente a metade do total em 2001. Isto reflete
a melhor obtencdo de 6rgdo, aumentando a qualificacdo das equipes de transplante,
o uso de melhores técnicas de conservagdo, e nos Ultimos cinco anos, a organizacéo
de lista de espera para Orgaos compartilhados. O governo brasileiro paga
aproximadamente dez mil délares por transplante renal, incluindo honorarios médicos.
O Ministério da Saude também financia a terapia tripla padrdo (ciclosporina,

azatioprina e esteroides). Mais recentemente muitos centros de transplantes
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introduziram o Micofenolato de Mofetil (MMF) e o Tacrolimus (FK-506), com a garantia

do governo, dentro de um protocolo de imunossupresséo (11).

No Brasil houve um aumento expressivo no nimero de transplante de 6rgaos a
partir de 1997, quando foi sancionada a Lei n° 9.434 de 04/02/1997. O maior
conhecimento acerca dos antigenos de histocompatibilidade e regulagdo da resposta
imune, bem como a introducdo de drogas imunossupressoras potentes,

representaram um marco para o sucesso dos transplantes (12).

2.2 Transplante renal e rejeicdo do enxerto

O transplante renal deve ser indicado quando houver doenca renal crénica
terminal, contudo, existindo excecdes a esta norma: 1- pacientes devem ser
transplantados quando a creatinina sérica estiver em torno de 6 a 7 mg% (depuracéo
de creatinina em torno de 10ml/min), para que ndo haja as complicacdes vasculares,
cardiacas, oculares e neurologicas do diabetes, e 2- criancas com idade inferior a 10
anos, para se evitar prejuizo no crescimento, a osteodistrofia renal e principalmente

as dificuldades dialiticas (13).

Contudo, pacientes ap0Os transplante de rim precisam de medicacdo
imunossupressora permanente para evitar a rejeicdo do enxerto e perda do enxerto.
O mecanismo de todas as atuais drogas imunossupressoras tem como alvo atingir a
ativacdo de células T, producdo de citocinas e expansao clonal. Ciclosporina e
Tacrolimus inibem a atividade de fosfatase da calcineurina, suprimimdo a producéo de
IL-2 e outras citocinas. O uso de drogas imunossupressoras requer um delicado
equilibrio entre uma adequada imunossupressao para prevenir rejeicdo e excessiva

dosagem conduzindo a toxidade (14).

Os inibidores de calcineurinas séo eficazes na reducdo de episddios agudos e
graves de RA, constituindo a terapia primaria em transplante renal. Tanto a
ciclosporina como o tacrolimus produz, porém, efeitos nefrotoxicos que podem
comprometer o enxerto, levando a disfuncdo renal, hipertensdo e hiperlipidemia. As
manifestacbes de nefrotoxidade podem ser agudas ou crbnicas, funcionais e/ou

estruturais. As alteracdes estruturais incluem diferentes lesdes histologicas, e a
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extensdo do comprometimento renal pode ndo se relacionar com o nivel sérico das
drogas. Ao mesmo tempo, os dois inibidores produzem lesdes idénticas, que ocorrem
dentro do primeiro ano de vida do enxerto e que, clinicamente, sao dificeis de serem
diferenciadas de um episodio de RA. Dessa forma, a bidpsia renal tem sido a melhor
ferramenta diagnostica da nefrotoxidade induzida pelos inibidores da calcineurina
(INC) e do diagndstico diferencial desse processo com as diferentes alteracdes da
rejeicdo aguda e/ou cronica. As alteraces estruturais renais causadas pela toxicidade

a INC incluem lesBes em arteriolas, glomérulos, tubulos e interticio (15).

O Transplante renal é o tratamento de escolha para uma
proporcao significativa de pacientes em estagio final da doenca renal terminal. O
resultado em muitos desses pacientes, entretanto, é ainda limitado pela perda do
enxerto ou morte com um transplante em funcionamento; por outro lado, a morte dos
pacientes transplantados renais €, sobretudo causada por doencas cardiovasculares.
A inflamacéo diretamente associada a aterosclerose pode influenciar tanto a perda do
enxerto e a doenca cardiovascular. Estudos tém mostrado que os marcadores de
inflamagé&o incluindo a PCR, TNF-a e IL-6 estdo associados com a ocorréncia de
episédios de RA, contudo, eles nem sempre foram Uteis na distingdo entre rejeicéo e
infeccdo ou dano tubular (16;17).

Multiplos fatores de risco tém sido descritos no retardo da funcédo do enxerto:
fatores dependendo do doador, fatores dependendo do processo de extracdo —
preservacdao — implantacdo e finalmente fatores que dependem do receptor. Esta
Gltima categoria inclui muitos fatores de risco: idade, re-transplante, niveis de
anticorpos citotoxicos, compatibilidade-incompatibilidade do sistema HLA e tempo em
dialise (17;18).

22.1 A rejeicdo dos enxertos € uma resposta imunologica mediada

primariamente por células T

As regras basicas do enxerto de tecidos foram elucidadas pela primeira vez

utilizando transplante de pele entre linhagens endocruzadas de camundongo (Figura
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1). A pele pode ser enxertada com 100% de sucesso entre diferentes locais de um
mesmo animal ou pessoa (auto-enxerto) ou entre animais ou pessoas geneticamente

idénticas (enxerto singénico).

Porém quando a pele é enxertada entre dois individuos ndo aparentados ou
alogénicos (aloenxerto), o enxerto € inicialmente aceito, mas entéao rejeitado 10-13
dias apos. Isso é denominado rejeicdo de primeira instancia, e é bastante
consistente. Ela depende de uma resposta das células T do receptor, pois a pele
enxertada no camundongo nude, que ndo possui células T, ndo é rejeitada. Pode-se
restaurar a capacidade de rejeicdo da pele do camundongo nude por meio de

transferéncia adotiva de células T normais (19).

Quando um receptor que ja rejeitou um enxerto sofre novo enxerto com pele do
mesmo doador, o segundo enxerto é rejeitado mais rapidamente (seis a oito dias) por
uma rejeicdo de segunda instancia. A pele de um terceiro doador enxertada ao
mesmo tempo no mesmo receptor ndo demonstra essa resposta mais rapida,
obedecendo a evolucdo da rejeicdo de primeira instancia. O curso rapido da rejeicdo
de segunda instancia pode ser transferido a receptores normais ou irradiado por meio
de transferéncia de células T do receptor inicial, demonstrando que a rejeicao do

enxerto é provocada por uma reacgao imunoldogica especifica (19).

As respostas imunes s&8o barreiras importantes contra a eficacia dos
transplantes de tecidos, destruindo-os por meio de uma resposta imune adaptativa as
suas proteinas estranhas. Essas respostas podem ser mediadas por células T CD8
citotoxicas, por células Tyl ou por ambas. Os anticorpos também contribuem para a

rejeicdo de segunda instancia dos enxertos de tecido (19).
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Figura 1 — Rejeicao do enxerto mediada primariamente por células T.

A rejeicdo do enxerto resulta de uma resposta anti-enxerto mediada por células T.
Os enxertos singénicos sao aceitos permanentemente (primeiro quadro), mas 0s
enxertos com diferentes MHC séo rejeitados entre 10-13 dias apds (rejeicdo de
primeira instancia, segundo quadro). Quando um camundongo recebe um enxerto
pela segunda vez com a pele do mesmo doador, rejeita-o mais rapidamente (terceiro
quadro). Isso é denominado “rejeicdo de segunda instancia”, e a resposta acelerada
€ MHC-especifica; a pele de um segundo doador do mesmo tipo de MHC é rejeitada
com a mesma velocidade, mas a pele de um doador com MHC diferente é rejeitada
em um padrdo de primeira instancia (ndo mostrado). O camundongo virgem que
recebe células T de um doador sensibilizado comporta-se como se ja tivesse sido
enxertado (quadro final).

Grande numero de atualizacdes sdo, periodicamente, introduzidas na pratica
do transplante renal. Novos regimes imunossupressores e critérios utilizados para a
selecdo de doadores e receptores estdo entre as mais relevantes modificacbes
introduzidas nos ultimos anos, justificando-se amplamente analises periddicas dos

resultados (3).

No entanto, a rejeicdo ao rim transplantado ainda ocorre e a monitora¢ao pos-
transplante apresenta dificuldades. A rejeicdo aguda consiste em um processo
inflamatorio agudo, resultante do reconhecimento direto de aloantigeno (antigenos do
complexo de histocompatibilidade principal - MHC) do enxerto pelas células T do

receptor e constitui a maior causa de complicacdo nos primeiros trés meses, podendo
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ocorrer até seis meses apos o transplante. Nesse processo ocorre infiltragdo do rim
transplantado por células imunoldgicas ativadas, além de uma complexa interacdo
entre as citocinas produzidas. Essas interacGes resultam na proliferacdo de células
imunocompetentes e amplificacdo da resposta imune, causando efeito toxico aos
tecidos do enxerto. A estimulacdo do sistema imune resulta na inducéo da secrecao
de proteinas de fase aguda. Dentre essas, destaca-se a PCR, secretada pelos

hepatocitos apos estimulacdo pela IL-6 (12;20).

O reconhecimento do antigeno de histocompatibilidade (aloantigeno) do
doador pelos linfocitos T do receptor ocorre em algum 6rgéo linféide secundario, onde
células apresentadoras de antigeno estimulam e ativam linfécitos T, que entram em
expansao clonal e migram para o enxerto onde irdo exercer sua funcéo efetora. Apos
a estimulacado dos linfécitos pela interacdo receptor da célula T (TCR)/Complexo
Principal de Histocompatibilidade (CPH) e moléculas de adesdo/co-estimulacdo, os
complexos TCR/CD3 e CD4 ou CD8 tornam-se fisicamente associados e ativam
varias enzimas intracelulares denominadas tirosino-quinases, que elevam a
concentracdo de calcio intracelular e ativam varias proteinas citoplasmaticas
regulatérias (fatores de transcricdo). Entre esses fatores de transcricdo destacam-se
nuclear factor kappa (NF-kB), Oct-1 e NFAT (nuclear factor of activated T cells), que
se ligam a regides regulatérias dos genes de vérias citocinas como a IL-2, IL-4, g-
interferon e TNF-a. A ativacdo da imunidade celular, seguida de resposta do tipo
hipersensibilidade tardia com a ativacdo de macrofagos/mondcitos e linfocitos
citotoxicos parece ser o mecanismo final da agresséo celular ao enxerto (1;21).

Os linfécitos T CD8+ ou citotdéxicos sdo responsaveis pelo reconhecimento e
destruicdo das células-alvo. Os mediadores citoliticos descritos sao a perforina e as
granzimas, que ficam estocadas no citoplasma desses linfocitos, em granulos
semelhantes aos lisossomos e, quando as células sédo ativadas, migram para a
membrana citoplasmatica, fundem-se a ela e liberam os granulos na direcdo da
célula-alvo. Em decorréncia do ataque citolitico, a célula-alvo pode morrer por
necrose (caracterizada por ruptura da membrana citoplasmatica e destruicdo das
organelas) ou apoptose (caracterizada por condensacao da cromatina, fragmentacao

do DNA e bolhas de membrana com citoplasma condensado). Outra via de ataque
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citotéxico utilizada pelas células T CD8+ é a inducdo de morte celular via interacao
Fas/Fas ligante, que leva a apoptose das células-alvo (1;21).

A ativacdo de linfocitos B também esta presente na rejeicdo aguda. Quando
predominante, ou significativa, ela estd associada a acometimento vascular
(vasculites) e depdsitos de imunoglobulinas ou ativacdo da cascata do complemento
(depésito de C4d), caracterizando a rejeicdo humoral que tem progndéstico mais
reservado. A apresentacado clinica da rejeicdo aguda depende substancialmente da
“‘quantidade” de imunossupresséo a qual o paciente esta submetido, ou seja, regimes
imunossupressores mais potentes em geral ndo se acompanham dos sinais e
sintomas outrora caracteristicos, tais como dor e aumento de volume do enxerto,
febre e diminuicdo da diurese. Assim, o diagndstico da rejeicdo aguda baseia-se no
quadro clinico, em exames laboratoriais e de imagem, mas fundamentalmente na
demonstracdo de processo inflamatério agressivo intra-enxerto demonstravel por
analise histopatoldgica ou citopatolégica em fragmentos de bidpsia renal de fragmento

ou citologia aspirativa, respectivamente (1;22).

As respostas de anticorpos também sdo uma causa potencial importante de
rejeicdo de enxerto. Os aloanticorpos preexistentes a antigenos de grupo sanguineo e
antigenos MHC polimérficos podem causar a rejeicdo aguda de Orgaos
transplantados em uma reacdo dependente de complemento que pode ocorrer em
minutos. Isto € conhecido como reacédo hiperaguda ao enxerto (Figura 2). A maioria
dos enxertos que sdo transplantados rotineiramente na medicina clinica sédo enxertos
de 6rgaos vascularizados, ligados diretamente a circulacdo do receptor. Em alguns
casos, 0 receptor jA pode ter anticorpos circulantes contra os antigenos do doador,
que foram produzidos em resposta a um transplante prévio ou a uma transfusao de
sangue. Esses anticorpos podem causar a rejeicdo muito rapida dos enxertos
vascularizados, pois reagem com o0s antigenos das células endoteliais vasculares do
enxerto, iniciando as cascatas do complemento e a coagulacdo do sangue,
blogueando os vasos do enxerto e provocando sua morte imediata. Esses enxertos
tornam-se ingurgitados e de cor purpura devido ao sangue na hemorragia, que se

torna desoxigenado (19).
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Figura 2 — Rejei¢cao hiperaguda do enxerto.

O anticorpo preexistente contra os antigenos do doador do enxerto pode causar
rejeicdo hiperaguda do enxerto. Em alguns casos, 0s receptores ja tém anticorpos
contra os antigenos do doador. Quando o 6rgdo do doador é enxertado nesses
receptores, esses anticorpos ligam-se ao endotélio vascular, iniciando as cascatas do
complemento e da coagulacdo. Os vasos sanglineos no enxerto tornam-se
obstruidos por coagulos e vazam, causando hemorragia no enxerto. Esse se torna
ingurgitado e de cor purpura pela presenca de sangue desoxigenado.

A rejeicdo aguda € um dos principais fatores deletérios do enxerto renal,
podendo levar a sua faléncia, nomeadamente no primeiro ano do pdés transplante,
sendo-lhe atribuida também a principal responsabilidade no desenvolvimento da
rejeicado/disfuncdo crbnica. Em qualquer dos casos a sua influéncia negativa na
sobrevivéncia do enxerto é inquestionavel, mas ndo é s6 a perda de enxerto que tem
efeitos negativos na evolugéo do transplante, a morbidade causada pelas terapéuticas
anti-rejeicdo, como as infeccbes (CMV), a diabetes, a hipertensdo arterial, a
obesidade e a osteoporose, tém implicacbes que podem refletir-se na prépria

sobrevivéncia do doente (23).

A rejeicao cronica do rim transplantado € denominada “nefropatia crénica do
enxerto” e resulta da associagdo de causas imunoldgicas (rejeicdo) e nédo
imunolodgicas. E definida como uma deterioracéo progressiva, irreversivel, funcional e
morfologica do enxerto renal, que ocorre em meses ou anos apos o transplante. Essa
perda lenta e variavel da funcdo renal esta associada, freqiientemente, a proteinuria e

hipertenséao (12).

A principal causa da faléncia tardia do oOrgdo € a rejeicdo crbnica,

caracterizada por arteriosclerose concéntrica dos vasos sanguineos do enxerto,
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acompanhada por fibrose e atrofia glomerular e tubular. Os mecanismos que
contribuem para a rejeicdo cronica podem ser divididos naqueles devidos a
alorreatividade e naqueles devidos a outras vias, e em eventos precoces e tardios
apos o transplante. Os mecanismos alorreativos incluem a lesdo precoce associada
com a rejeicdo aguda e a alorreatividade tardia, que € um processo grandemente
silencioso. Outras causas importantes da rejeicdo cronica incluem a leséo por
isquemia-reperfusdo, que ocorre no momento do enxerto, e fatores adversos de
desenvolvimento posterior, como a toxicidade crénica por ciclosporina ou a infec¢éo

por citomegalovirus (19).

A infiltracdo dos vasos e tecidos do enxerto por macréfagos, seguida pela
fibrose séo caracteristicas histologicas proeminentes da rejei¢ao tardia do enxerto. Foi
desenvolvido um modelo de lesdo em que as células T alorreativas infiltrando o
enxerto secretam citocinas que estimulam a expressdo de moléculas de adesao
endotelial e também quimiocinas como a RANTES, que levam ao recrutamento de
monocitos que amadurecem em macrofagos no enxerto. Uma segunda fase de
inflamacé&o crénica sobrevém, dominada por produtos dos macrofagos incluindo a IL-
1, a TNF-a e a quimiocina MCP, que leva a mais recrutamentos de macréfagos.
Esses mediadores conspiram para causar inflamacdo crénica e fibrose, que

eventualmente levam a insuficiéncia irreversivel do érgéo (19).

2.2.2 Rejeicdo do enxerto e citocinas

O grau de sucesso alcancado em transplantes de rins de doadores vivos é
muito superior ao de enxertos provenientes de doadores falecidos. A persistente
escassez de orgaos de doadores tem levado a listas de espera mais longas e a uma
crescente porcentagem de pacientes que falecem durante a espera. Em
consequéncia, vem ocorrendo uma mudanga gradual rumo a aceitagdo de doadores
subdtimos. O uso de doadores com maior idade e indicagdo marginal é agora
rotineiro, e o numero de doadores sem batimentos cardiacos vem aumentando
significativamente ao longo dos ultimos anos. Ha duas décadas, o doador tipico tinha
menos de 30 anos, era razoavelmente saudavel e morria de lesdo cerebral
traumatica. Hoje, o doador médio tem mais de 50 anos e a principal causa de 6bito é

a hemorragia intracraniana. As melhorias alcancadas no regime de tratamento do



34

receptor, na preservacdo de 6rgaos, na reducdo do tempo de isquemia fria e em
melhor alocacdo de 6rgdos de doadores tém sido mascaradas pelo uso de doadores
de qualidade inferior (24).

No passado, um grande esforco foi direcionado a imunossupressdo pos-
transplante e a preservacéo de érgaos durante o transporte. Hoje, os fatores de risco
e as condicbes que precedem a retirada de oOrgdos do doador necessitam ser
reconhecidos, por seu impacto sobre a viabilidade desses 6rgdos. Os efeitos
prejudiciais da morte cerebral sobre os resultados de transplantes renais tém sido
convincentemente demonstrados no campo experimental. Em estudos clinicos, no
entanto, é dificil mostrar que a morte cerebral exerga, por si mesma, uma influéncia
independente sobre o resultado do transplante, uma vez que doadores vivos e
falecidos diferem também em outros aspectos, que ndo unicamente a morte do
cérebro. Entretanto, quando se estratificam os indices de sobrevida por idade, os
enxertos provenientes de doadores falecidos apresentam menor sobrevida dentro de
cada grupo etario mesmo no grupo relativamente jovem dos doadores de 25 a 36
anos (24).

Apesar dos avancos na terapia imunossupressora nos Ultimos anos, a rejeicao
do aloenxerto continua a ser uma preocupacao com a faléncia do enxerto renal.
Citocinas sdo mediadores-chave na inducéo e fases efetoras de todas as respostas
imunes e inflamatoérias. A rejeicdo do aloenxerto € um fendmeno complexo, mediado
por mecanismos imunoldgicos e interacdes entre citocinas e fatores de crescimento.
Muitos polimorfismos de gens de citocinas foram primariamente considerados
somente em receptores de transplante com resultados diferentes. No entanto, existem
muitas respostas imunes relevantes também no doador que sao
diferentes do sistema do receptor. O resultado das interacbes doador-receptor ocorre
por efeitos da rede de fatores derivados do doador e do receptor. Em vista das
interacdes entre células do enxerto, e infiltragcdes de leucdcitos no enxerto é provavel
gue a suscetibilidade a rejeicdo seja influenciada pelo polimorfismo alélico em genes
que codificam as citocinas ou células receptadores de citocinas, nhdo somente no
receptor, mas também no doador. Talvez a analise antecipada da genotipagem dos

receptores e doadores possa evocar consequentes resultados da fungao do enxerto.
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Prevencdo da rejeicdo é imperativa se o doador de rins estiver em 6timas condicoes,

minimizando o re-transplante (14;25).

A rejeicao ao aloenxerto envolve uma complexa rede de interacfes celulares e
humorais, na qual o linfocito T apresenta um papel central, identificando,
reconhecendo e mediando respostas celulares e humorais a aloantigenos. As
principais moléculas responsaveis pela resposta alogénica e, consequientemente, pela
rejeicdo, sdo os antigenos do MHC de classe | e de classe Il. O reconhecimento de
aloantigenos é feito pelo receptor de células T (TCR, “T cell receptor”). Os receptores
de células T ndo sao capazes de reconhecer o antigeno livre, reconhecendo-o apenas
na superficie de outras células, sejam células do doador, sejam células
apresentadoras de antigeno (APC, “antigen presenting cell’). Dependendo da
natureza e da origem da célula que apresenta o antigeno, sdo caracterizadas duas
vias de alo-reconhecimento: a via direta e a via indireta (26).

Segundo o modelo da via direta de reconhecimento, os receptores de células T
sdo capazes de identificar alomoléculas intactas de MHC presentes nas células do
doador. Tem sido proposto que a rejei¢do celular aguda na fase inicial pés-transplante
€ mediada predominantemente pela via direta, embora a via indireta também tenha
participacdo neste tipo de rejeicdo. Segundo o modelo da via indireta de
reconhecimento, células da linhagem monocitica/macrofagica, bem como células
dendriticas e endoteliais, fagocitam moléculas MHC das células do enxerto,
processando-as e reexpressando-as na superficie celular na forma de um complexo

tridimensional formado por MHC+peptideo (26).

A interacdo de moléculas do MHC com o receptor do linfécito T gera o primeiro
sinal para o processo de ativacdo do linfécito T. Este primeiro sinal determina a
ativacdo de enzimas presentes na membrana celular da célula T, promovendo
fosforilacdo de fosfolipides de membrana, dando inicio a uma série de eventos
citoplasmaticos que vao desde a abertura de canais idnicos para calcio até a ativacao
da calcineurina, uma fosfatase céalcio-dependente. Esta fosfatase induz de maneira
rapida e eficiente o0 aumento da transcricdo de genes que codificam interleucina 2 (IL-
2) e outras citocinas. Concomitantemente, ha aumento da expressado de receptores

para IL-2 nas células T vizinhas ao local do reconhecimento inicial, amplificando
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assim a resposta imune celular. A interagao da IL-2 com o receptor para IL-2 (IL-2R)
induz crescimento e diferenciacdo celular, levando a proliferacdo clonal e
determinando o aparecimento de grande numero de células efetoras. O resultado final
de toda esta cadeia de eventos é o agravamento da resposta inflamatéria local e

agressao ao aloenxerto através de diferentes vias efetoras (26).

Gendtipos de citocinas tém sido estudados em pacientes submetidos a
transplante de érgdos solidos bem como certos polimorfismos tém sido implicados no
desenvolvimento de complicacdbes como faléncia, rejeicdo aguda e crbnica do
aloenxerto, embora o papel de cada gene variante seja controverso. O sistema imune
é regulado por uma matriz de citocinas, que influencia ativacéo celular, diferenciacéo
e funcéo (26;27).

Citocinas e fatores de crescimento sé@o proteinas produzidas por diversas
células que agem em outras células-alvo, através de receptores especificos. Estao
relacionadas com crescimento e diferenciacdo celular, além de participarem de
reacbes de hipersensibilidade do tipo tardio. Neste caso, células T CD4" secretam
citocinas capazes de recrutar e ativar um grande numero de ceélulas efetoras,
principalmente macréfagos e linfocitos T e B. Estudos realizados em bidpsias renais
de pacientes submetidos a transplante renal demonstraram a presenca de citocinas e
receptores para citocinas no infiltrado intersticial de casos com rejeicao celular aguda,

sugerindo que estas citocinas tém importancia neste processo (26).

2.2.2.1. Interleucina 2

IL-2 age como um fator para o crescimento e diferenciacdo de células natural
killer (NK), alguns linfocitos B e células killer linfocina ativada (LAK). Além disso, a IL-
2 ativa mondcitos a produzir citocinas, especialmente TNF-a. Estimulagdo da
producdo de IL-2 em células T é observada ap0s a ativacdo antigeno-induzida. Em
um cenario natural de estimulacdo antigénica, a sintese de IL-2 € iniciada apos
combinada com os receptores de células T. A ativacao de células NK pela IL-2 resulta
em um aumento da producdo de interferon gama (INFy) e o aumento de efeitos

citotoxicos (27).
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A interleucina 2 (IL-2) é, da mesma maneira que o IFN-y, uma citocina
também produzida por linfécitos T CD4" e que interagindo com os receptores para IL-
2 (IL-2R) nos linfécitos T ativados, amplifica a capacidade de resposta imunolégica
(26).

No processo de ativagdo do linfécito T, no contexto da rejeicdo ao enxerto,
ocorre aumento da transcricdo e da sintese de IL-2 e, concomitantemente, ha
aumento da expressao de IL-2R na superficie celular. A interacdo da IL-2 com seus
receptores é fundamental para o desencadeamento da proliferacdo celular. Esta
expansdo clonal de células T antigeno-especificas € responsavel pela resposta

efetora de agressao ao enxerto (28).

2.2.2.2. Interleucina 6

IL-6 € uma citocina pleotrépica, envolvida em muitos diferentes aspectos da
resposta de inflamacéo. Ela é produzida por uma ampla gama de células de origem
hematopoiética e ndo hematopoiética, incluindo macréfagos, linfocitos, células
endoteliais células mesangiais, e musculo liso vascular. A IL-6 € um integrante do
mediador de resposta de fase aguda e modula tanto imunidade local como sistémica
(27).

Sinénimos anteriores de IL-6 ilustram algumas das atividades biologicas. Eles
incluem Interferon-B, (IFN- ), hibridoma/fator de crescimento plasmocitoma, fator
estimulante de hepatécito, fator 2 estimulatério de células B (BSF-2), fator de
diferenciacdo de células B (BCDF). IL-6 € uma glicoproteina que varia de 21 a 28
kDa, dependendo do grau de modificagdo pos-translacional. A IL-6¢cDNA foi clonado
em 1986 e a codificacdo do gene foi mapeado no cromossomo 7 em humanos (29).

A IL-6 é produzida por uma variedade de células incluindo fagocitos
mononucleares, células T, e fibroblastos. Além da estimulacdo da sintese de
proteinas de fase aguda pelo figado, a IL-6 atua como um fator de crescimento para
células B maduras e induz a sua maturacgéo final em células plasmaticas produzindo
anticorpos. Ela esta envolvida na diferenciacéo e ativagdo de células T , e participa na

inducéo de IL - 2 e expressado de IL-2 do receptor. Alguns dos efeitos regulatérios de
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IL-6 envolvem a inibicdo da producdo de TNF, fornecendo um feedback negativo,
limitando a resposta inflamatoria aguda (30).

Elevacdo da producdo de IL-6 tem sido observada em uma variedade de
doencas inflamatdria cronica e auto-imunes como a tireoidite, diabetes tipo I, artrite
reumatoide, esclerose sistémica, glomerulonefrite proliferativa mesangial, psoriase,
neoplasias, como 0 mixoma cardiaco, carcinoma de células renais, mieloma mualtiplo,

linfoma leucemia (30).

2.2.2.3. Interferon gama

O interferon gama (IFN-y) € uma importante citocina responsavel pelo
aumento da expressdo de moléculas MHC nas células aloenxertadas, além de ser um
potente ativador de macréfagos. Estes, uma vez ativados, sdo capazes de secretar
outras citocinas, como interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral (TNF), responsaveis pela ativacdo do processo de migracao leucocitaria para
a regido aloenxertada, seja através do aumento da expressdo de moléculas de
adesao na superficie dos linfdcitos, seja através da expressdo de quimiocinas (26).

2.2.2.4. Fator de Necrose Tumoral Alfa

Em 1985, Old e colaboradores, identificaram uma proteina sérica responsavel
pela necrose hemorragica em coelhos tratados com endotoxinas, transplantados ou
injetados com tumor, denominando-a como de Fator de Necrose Tumoral-alpha.
Paralelamente a estes achados, um grupo de pesquisadores liderados por Cerami e
colaboradores (1985), identificaram em pacientes com cancer uma proteina circulante
responsavel pelo desenvolvimento da caquexia, que a nomeou de caquetina, onde,
através de comparagfes bioquimicas verificou-se que TNF-a e a caquetina eram
idénticas (31-34).

TNF-a, é um potente indutor de resposta inflamatéria e é regulador central da
imunidade inata. A resposta inflamatoria para TNF-a € mediada diretamente e através
da estimulacdo de outras citocinas pro inflamatérias. A citocina pro inflamatoria TNF-

a, a qual estimula a fungdo do macréfago e aumenta a expressao antigeno MHC
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classe I, tem sido implicada tanto na rejeicdo aguda, como na rejeicdo cronica. A
ativacdo de células endoteliais e da subseqiiente expressdo da molécula de adeséo
intercelular-1 (ICAM-1) induzida por TNF-a, pode reforcar a permeabilidade vascular
e, portanto, aumentar a infiltracdo de granulécitos pro inflamatérios no enxerto. O
nivel de produgéo dessas citocinas no local do aloenxerto pode ser importante na
aceleracédo da rejeicéo (27).

TNF-a e B sdo citocinas que se ligam aos receptores comuns sobre a
superficie de células alvo e apresentam varias atividades biolégicas comuns. TNF-a e
B humanas tem 17 e 25 kDa respectivamente. Seus correspondentes cDNAs foram
clonados em 1984 e os genes que codificam os fatores foram mapeados no
cromossomo 6 em seres humanos na regido de maior complexo de
histocompatibilidade (MHC). TNF-a ou caquetina existe como um trimero e é um dos
produtos de macrofagos/mondcitos ativados, fibroblastos, mastocitos e algumas
células NK. TNF-a e IL-1 compartilham vérias propriedades pro-inflamatorias. TNF-a
também compartilha uma importante propriedade inflamatéria com a IL-6 e IL-11, ou
seja, a inducdo de producdo de proteinas de fase aguda reagente produzida pelo
figado. TNF-a e IL-1 ainda exercem efeitos secundérios inflamatorios, estimulando a
sintese de IL-6 em células de varios tipos. IL-6 serve de mediador de seus préprios
efeitos e os do TNF-a e IL-1 induzindo febre e resposta de fase aguda, assim
perpetuando a resposta inflamatéria através de uma cascata de citocinas com

propriedades sobrepostas (30).

2.2.2.5. Fator de Necrose Tumoral Beta

TNF B também conhecida como linfotoxina é produzida por linfécitos T e B
ativados. Ele se liga aos mesmos receptores de alta afinidade para TNF-a e incluem a
inducdo de apoptose (morte celular programada) em muitos tipos de células
transformadas, infectadas por virus, células tumorais e a estimulagdo de muitas

funcdes efetoras de polimorfonucleares (30)

Embora em geral os efeitos das citocinas sejam exercidos no local da sua

producdo, TNF-a e TNF 3, bem como IL-1 e IL-6 tem maior efeito sistémico quando
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produzidos agudamente em grandes quantidades, como no caso de sepse bacteriana

ou cronicamente em menor quantidade, em casos de infec¢des cronicas (27).

2.3 BIOMARCADORES

Biomarcadores sdo ferramentas que podem fornecer alguma informacéo
necessaria, especialmente quando usadas em conjunto com dados clinicos e
laboratoriais. Um biomarcador deve consistir em indicador de processos biolégicos,

patogénicos ou resposta farmacoldgica para um tratamento terapéutico (35).

A busca por novos biomarcadores para deteccdo da lesdo renal estd se
desenvolvendo rapidamente com avanco da tecnologia. Com melhores
biomarcadores, possivelmente tornaréd viavel a deteccdo precoce da lesdo renal, a
identificacdo de lesdes subclinicas, o fornecimento de informacdo progndstica do
curso da doenca, a identificacdo dos segmentos mais afetados, a avaliacdo da
resposta para determinados tratamentos e a classificacdo dos pacientes de risco para

les&o renal (36).

As caracteristicas desejaveis de um biomarcador clinicamente aplicavel
incluem: (a) ndo serem invasivos, com facil realizacdo, utilizando material mais
acessivel como urina e sangue; (b) a mensuracdo deve ser rapida, exequivel e
padronizada; (c) devem ser altamente sensiveis para detec¢do precoce; (d) devem
ser altamente especificos, permitindo deteccao de etiologias e subtipos (36).

Recentemente, tem havido muito interesse no valor potencial de marcadores
inflamatorios no pré transplante como preditores de rejeicdo aguda e perda do enxerto
renal no adulto (9). Em estudo realizado por Magro et al (35), foi identificado um perfil
conciso de 29 biomarcadores de lesdo renal, estudados em pesquisa com modelos
animais e estudos clinicos nos ultimos anos destacando-se a interleucina 18 (IL-18), a
IL-6, a interleucina 8, o hidrato de carbono (HNK-1), o Malondialdeido urinario (MDA),
a Cistatina C, o Dendrimer-enhanced MRI, a Glutathione alpha-transferase e pi-
transferase, o Neutrophil gelatinase-associated Lipocalin (N-GAL), a Protein P53, o
Proatrial natriuretic peptide (1-98), a Urinary actin, a N-acetyl-beta-D-glucosaminidase,

a alpha-1-microglobulin, o Kidney Injury molecule-1 (KIM-1), a Retinol Binding Protein
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(RBP), a Neutral endopeptidase (NEP), a Beta 2-microglobulin, urinary, o
Sodium/hydrogen  exchanger isoform 3 (NHE3), o Neutrophil CD11b,
Spermidine/Spermine N(1)-acetyltransferase (SSAT), a Cysteine rich protein 61
(CYR61, CCN1), o 1,5-anhydroglicitol, a Adenosina deaminase binding protein, a
Glycosyl transferase e entre as enzimas de leséo tubular encontraram-se a Gamma-
Glutamyl transpeptidase (Gama-GTP), a Alanine aminopeptidase (AAP), a alkaline

phosphatase (AP), a Leucine aminopeptidase e dipeptidyl peptidase IV (DPP).

Cada marcador possui suas proprias forcas e fraquezas para determinar o
inicio e a severidade da leséo renal aguda. No entanto, em combinacao, um painel de
marcadores renais pode servir como ferramentas poderosas para o diagnéstico de

lesé@o renal com alta acuréacia (37).

2.3.1 BIOMARCADORES INFLAMATORIOS

Inflamacéo € a resposta do organismo a diversos estimulos. Mediadores de
inflamacédo incluem complementos, pré coagulantes, citocinas e fibrinoliticos. No
transplante renal imediatamente depois que um rim é adquirido, ocorre isquemia
seguida de reperfusdo (IR), envolvendo mecanismos imunolégicos e néo
imunologicos. A inflamacdo causa a producdo de espécies reativas de oxigénio,
peroxidacdo lipidica e apoptose e necrose celular simultdneas. Os mediadores de
lesdo IR incluem leucécitos, plaquetas e pré-coagulantes. Eventualmente, a
inflamacdo pode causar extensa destruicdo tecidual. A atenuacdo do processo
inflamatorio € conseguida através da utilizacdo de anticorpos IL- 6, pré tratamento em
zinco e nocautes com P-selectina. A relacdo entre a inflamacéo e a rejeicdo aguda
(RA) esta presente antes da transplantacéo. As concentracdes seéricas de proteina C-
reativa no pré transplante, IL-2 e interferon (IFN)-y antes e na 12 e 22 semanas depois
do transplante sdo mais elevados nos pacientes que desenvolvem RA. Além disso, a

expresséo renal de IL-6 é quatro vezes maior em pacientes com RA (38).

Inflamacdo, uma resposta do tecido a lesdo, é caracterizada na fase aguda
por aumento do fluxo sanguineo e permeabilidade vascular em decorréncia do
acumulo de liquido, leucdcitos e mediadores inflamatorios, como citocinas. Na fase

cronica, é caracterizada pelo desenvolvimento de resposta imune humoral e celular a
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patégenos presentes no local da lesdo tecidual. Durante os processos inflamatérios
agudos e crbnicos, varios fatores sollveis estdo envolvidos em recrutamento de
leucdcitos através de expressdo aumentada de moléculas de adesao celular e
guimiotaxia. Muitos desses mediadores sollveis regulam a ativacdo das células
residentes (como fibroblastos, células endoteliais, macréfagos do tecido e mastocitos
células endoteliais, macrofagos do tecido, e mastdcitos) e as células recém-
recrutadas (como mondcitos, linfécitos, neutrofilos e eosindfilos) e alguns desses
mediadores resultam na resposta sistémica do processo inflamatério (ex. febre,

hipotenséo, sintese de proteinas de fase aguda, leucocitose e caquexia) (30).

Os fatores soluveis que servem de mediadores a estas respostas
correspondem a quatro categorias principais: 1- Metabdlitos lipidicos inflamatérios
tais como fator ativador de plaquetas (FAP) e numerosos derivados do &cido
aracdonico (prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas) que sdo gerados a partir de
fosfolipidios celulares, 2- Trés cascatas de proteases/substrato solluveis (coagulacéo,
complemento e cininas) que geram numerosos peptideos pro-inflamatérios, 3- Oxido
nitrico, um potente vasodilatador enddgeno, cujo papel no processo inflamatério s6
recentemente comecou a ser explorado e 4- Um grupo de polipeptideos derivados de
células, conhecida como citocinas, que em grande medida conduzem a resposta
inflamatoria, ou seja elas sdo os principais determinantes da formacédo do infiltrado
celular, o estado de ativacdo celular e a reposta sistémica a inflamacdo. A maior
parte das citocinas sdo multifuncionais, moléculas pleiotréficas, que provocam efeitos

locais ou sistémicos (30).

O desenvolvimento de rejeicdo cronica € uma das varias etapas do processo
que podem ser distinguidas pelo tipo de infiltrado celular, citocinas e fatores de
crescimento que estdo presentes em lesdes cronicas. A rejeicdo crbnica esta
associada com obliteracdo vascular e outras mudancas que precedem a fibrose
progressiva do orgdo transplantado. As indicacfes de rejeicdo crbnica em o6rgaos
transplantados séo inflamacéo perivascular, fibrose e arteriosclerose caracterizada
pela difusdo, espessamento interno aumentado, resultando em estreitamento luminal

final e oclusdo das artérias e arteriolas do 6rgao transplantado (27).
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A presenca de inflamacéo € um achado consistente em pacientes com DRC e
tem sido reconhecida como um novo fator de risco para doenga arterial coronariana
(DAC). Acumulam-se evidéncias sugerindo que a inflamacé&o crénica é crucial para o
desenvolvimento e progressdo da aterosclerose nos pacientes com DRC. Nivel sérico
elevado de marcadores do estado inflamatério, como a proteina C-reativa (PCR), é
encontrado em pacientes com DRC em diferentes fases de sua progressao. A
presenca de niveis plasmaticos elevados de outros marcadores inflamatorios, como a
IL-6, e de estresse oxidativo, como a peroxidacdo lipidica, além de outros
mecanismos, tais como, a uremia, infecgbes persistentes (ex., Chlamydia
pneumoniae e infec¢des dentarias) e o proprio processo aterosclerético, contribuem

para o aumento da resposta inflamatéria observada em pacientes com DRC (5).

Embora reducéo de colesterol na terapia com estatinas reduzir a incidéncia de
eventos cardiacos em pacientes transplantados renais, eventos cardiovasculares
prematuros e morte prematura ainda € uma grande preocupacao nesta populacao. A
prevaléncia de fatores de risco cardiovascular tradicionais ndo pode explicar
completamente a maior incidéncia de eventos cardiovasculares, e diversos relatos

tém enfatizado o papel dos ndo-tradicionais fatores de risco cardiovascular (39).

A Inflamacéao e a ativacao do sistema imunologico podem desempenhar papéis
importantes na aterogénese. As citocinas induzem a producdo de IL-6 a partir de
varios tecidos, incluindo o figado, e o aumento de mediadores adjuvantes, como a
PCR. Os receptores de transplante renal, pelo processo de recepc¢ao de um enxerto,

tém uma ativacdo adicional do seu sistema imunitario (39).

Em pacientes com doenca renal cronica, uma associacao entre desnutricéo,
inflamacéo e aterosclerose tem sido demonstrada. Também tem sido especulado que
uma melhor sobrevivéncia do enxerto, alcancada em transplante, pode ser devida a
menor exposicdo aos marcadores de inflamagdo associada com diadlise. Em
receptores de transplante renal ha poucos estudos examinando a associacédo entre
0os marcadores inflamatorios e mortalidade por qualquer causa, eventos cardiacos ou

acidentes vasculares cerebrais (39).
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E possivel que esses fatores interajam mutuamente, resultando em um ciclo
vicioso em que participam diversas substancias pré-inflamatorias, como citocinas,
moléculas de adesdo, quimiocinas e espécies reativas de oxigénio, culminando na

formacéo da placa aterosclerotica e levando a oclusao arterial (5).

A incidéncia de inflamag¢do em pacientes renais em estagio terminal é alta. A
restauracdo da funcdo renal por transplante melhora a inflamacéo cronica nestes
individuos. Estudo epidemiolégico demonstrou que mesmo uma reducdo moderada
na funcdo renal (iniciando com taxa de filtracdo glomerular de 60 mL/min) esta
associada com o aumento do risco cardiovascular e que o nivel da fung&o renal por si
mesmo é um preditor independente do desfecho cardiovascular e causa de
mortalidade, sustentando a premissa que outros fatores relacionados a condicfes
urémicas aceleram aterosclerose. Dentre os fatores de risco cardiovascular néo
tradicional, a inflamacdo e o estresse oxidativo tém sido propostos como um
mecanismo de ligacdo entre uremia cronica e doencga cardiovascular. A inflamacéo
das paredes dos vasos e a modificacdo de lipoproteinas de baixa densidade sao
agora reconhecidas como eventos chaves no desenvolvimento precoce de

aterosclerose (40;41).

Numerosos estudos documentam que niveis elevados da citocina pro-
inflamatoria IL-6 e a fase aguda reagente da proteina C reativa é importante preditor
de evento cardiovascular, ambos em populacdo geral e em pacientes com doenca
renal crbnica e que aumenta a concentracdo circulante tanto quanto a deterioracao
da funcéo renal. Do mesmo modo, altos niveis de marcadores de estresse oxidativo
sdo também comuns em pacientes com doenca renal cronica e tem sido

correlacionado com ocorréncia e severidade da doenga cardiovascular (41).

PCR sérico no pré transplante tem sido demonstrado como um preditor de
rejeicdo aguda e nefropatia crbnica do enxerto, embora as ultimas descobertas
possam indicar uma potencial utilidade deste marcador como indicador de risco
imunologico, tendo a limitacdo de um Unico ponto de medida, que néo
necessariamente traduz a presenca de curso inflamatorio durante um longo periodo
de tempo. Estudos com medidas repetidas dos marcadores de inflamagcao foram

executados dentro de um curto periodo apés o transplante renal e mostram que, em
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auséncia de rejeicdo, marcadores de inflamacdo mostram um imediato aumento apos
o transplante, seguido por um decréscimo dos niveis basais na proxima semana. No
entanto, nenhum estudo demonstrou se os marcadores inflamatérios mudam em

pacientes transplantados renais estaveis em seguimento mais longo (42).

A patogénese da faléncia renal aguda isquémica tem sido atribuida a
regulacdo anormal do fluxo sanguineo local, seguindo o episédio isquémico inicial.
Uma vasoconstriccdo persistente pré-glomerular pode ser um fator contribuinte,
entretanto, a inflamag&o contribui de uma forma importante para uma reducdo do
fluxo sanguineo local para a regido do coOrtex e para o exterior da medula com

conseqUéncia adversa sobre a funcao e viabilidade do tabulo (43).

2.4 CISTATINA C

A Cistatina C foi descoberta em 1961, como tragco y numa banda eletroforética
de fluido cerebroespinhal, sendo também no mesmo ano identificada na urina (44). O
primeiro imunoensaio para quantificar cistatina C foi desenvolvido por Lofberg e
Grubb em 1979 (45). Este foi um radioimunoensaio de comprimento competitivo que
tinha um limite de deteccéo de 30 g/L, o qual foi mais que suficiente para detectar a
cistatina C em soro de individuos saudaveis e permitir estudos de valores de cistatina
C. Em 1985, foi demonstrada pela primeira vez, a forte correlacdo inversa da cistatina

C sérica com a funcéo glomerular (46;47).

A cistatina C € um membro da superfamilia dos inibidores da cisteina
protease. E uma proteina de baixo peso molecular (13 kDa), considerada o inibidor
fisiolégico mais importante das proteases enddgenas da cisteina. E produzida pelas
células nucleadas em nivel constante, filtrada livremente pelo glomérulo, reabsorvida
e catabolizada, mas nao secretada pelos tubulos. Em fungdo renal normal, a
reabsorgéo tubular e o catabolismo da cistatina C é quase completo (45) e a cistatina
C é somente detectada em pequenas quantidades na urina. Em controles saudaveis,
a medida de cistatina C urinaria por imunodifusdo radial simples foi inferior a 0,30
mg/L. Aumento da cistatina C urinaria foi notada especialmente em desordens renais
tais como o dano tubular associado com ervas chinesas, nefropatia por HIV, e nefrite

intersticial aguda. A cistatina C nao sofre interferéncia de outras proteinas de baixo
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peso molecular, tais como a proteina ligada ao retinol (RBP) e a B2-microglobulina,
que também séo utilizadas para a avaliacdo da capacidade de filtracdo glomerular em

vigéncia de processos de desnutricdo grave, inflamatoérios e infecciosos (44;48-52).

As cisteina proteases sdo enzimas proteoliticas envolvidas em uma série de
processos patolégicos, tais como os estados de inflamacgéo, doencas neuroldgicas,
invasdo tumoral, formacdo de metastases. As proteases sao cruciais para 0 bom
funcionamento do metabolismo celular, para a degradacéo do colageno e clivagem de

proteinas precursoras (51).

Devido ao seu baixo peso molecular e a carga positiva, a cistatina C é
livremente filtrada pelo glomérulo renal e, entédo reabsorvida e metabolizada no tubo
renal proximal, ndo ocorrendo secrec¢ao renal ou extra renal. Logo a determinacao de
cistatina C sérica reflete exclusivamente a filtragdo glomerular e seu aumento no soro

significa uma reducdo dessa taxa de filtracdo (53).

Embora os primeiros estudos sobre a cistatina C datem de 1985, apds vérias
tentativas de padronizagdo, somente em 1994 foi introduzida uma técnica adequada
para a medida automatica de cistatina C. Esta foi devido ao desenvolvimento
simultaneo de duas técnicas de imunofluorescéncia acrescentada em particulas de
latex (PETIA). Estes dois ensaios que usaram 0O mesmo anticorpo € o mesmo
calibrador, porém diferentes particulas deram resultados extremamente concordantes.
Este foi logo seguido pelo desenvolvimento de um ensaio nefelométrico acrescentado
em particulas (PENIA), usando os sistemas nefelométricos de Berhing. PENIA e
PETIA formam a base de quatro técnicas comercialmente disponiveis para determinar
cistatina C. (50;51).

A maioria das avaliacbes clinicas é realizada utilizando estas técnicas
automatizadas de imunonefelometria e imunoturbidimetria, ambas muito rapidas e
sensiveis que podem e devem ser incluidas nas rotinas dos laboratorios clinicos que
atendem todos os tipos de pacientes, sobretudo criangcas. A dosagem de cistatina C
pode ser feita tanto no soro quanto no plasma, com volumes bastante reduzidos (25
microlitros). Este exame néo sofre interferéncia do pigmento amarelo encontrado em

soros de pacientes muito ictéricos, no entanto a cistatina C pode sofrer alteracbes em
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vigéncia de lipemia e hemdlise intensa (14). A PENIA (particle enhanced
nephelometric immunoassay) é feita no aparelho BNII, da Siemens. Necessita de 80
microlitros de amostra de plasma, o tempo de duracdo do ensaio € de 6 minutos e
tem coeficientes de variacdo intra e inter ensaio de 1,8 e 1,1 %, respectivamente
(44;51).

Dharnidharka et al registraram que o ensaio imunonefelométrico é superior ao
ensaio turbidimétrico para a analise de cistatina C, a partir de uma meta-analise, onde
foi observado o coeficiente de correlagdo dos estudos que usaram O ensaio
imunonefelométrico (14 estudos), versus outras técnicas (21 estudos) (54).

Os valores de referéncia pelo PENIA sdo um pouco mais baixos que os do
PETIA, mas ainda ndo ha um consenso. Por causa dos diferentes métodos analiticos,
calibracdo, antisoros e distribuicdo de idades, tornam-se dificil fazer comparacdes
entre os resultados de diferentes estudos. Uma vantagem do PETIA da DAKO, é que
ele pode ser realizado em qualquer espectofotdbmetro automatizado, ou analisador
clinico, enquanto o PENIA somente foi desenvolvido para os analisadores do seu
mesmo fabricante. Existe concordancia entre varios autores de que os valores de
referéncia podem ser comuns para homens e mulheres, embora alguns autores

descrevam valores mais elevados no sexo masculino (44;50).

E sugerida uma diferenciacdo entre idades, mas ainda também n&o ha um
consenso entre ponto de corte (50 ou 65 anos de idade), ja que a cistatina C tem a
sua concentracdo aumentada de acordo com a idade, enquanto a FG cai,
paralelamente. Estudos prévios sugerem que o volume renal diminui de 20 a 30% na

quarta década e até 40% na oitava década de vida (44).

Galteau et al (55) propuseram um baixo intervalo de referéncia (0,63 — 1,03
mg/mL) para individuos acima de 60 anos de idade. Finney et al (46) em um estudo
de 398 individuos de 65 a 101 anos de idade sugeriu consideravelmente maiores
limites de referéncia: (0,93 — 2,68 mg/L) para o grupo de 60 a 79 anos de idade e
1,07 — 3,35 mg/L para o grupo de 80 anos de idade (56).
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Segundo dados do Censo da Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN) em
janeiro de 2009, existiam no Brasil 626 unidades de didlise cadastradas. O numero de
pacientes estimado em dialise foi de 77.589, e o de pacientes inscritos em fila de
espera para transplante era de 30.419, havendo uma deflexdo na curva ascendente
do numero de pacientes em relacdo ao ano de 2008, mas observando-se uma
tendéncia crescente do numero de pacientes na Ultima década (57;58).

Dados sobre os pacientes em terapia renal substitutiva (TRS) devem permitir
uso mais racional dos recursos econdmicos devotados a essa terapéutica de alto
custo e ajudar a identificar intervengcbes para serem implementadas visando a
melhoria da sobrevida, reducdo do risco, controle de comorbidades e melhora da

qualidade de vida dos pacientes (57).

Alguns estudos em pacientes com transplantes estaveis tém indicado que a
cistatina C distingue um anormal nivel de filtracdo glomerular, mais sensivelmente que
a creatinina em populacdo de transplantados. Outros estudos tem examinado a
alteracdo de cistatina C em periodos de pos transplante imediato, entretanto nenhum
tem investigado o papel da cistatina C em predizer a sobrevida do enxerto (56).

Por oferecer maior sobrevida, melhor qualidade de vida e com menor custo
qgue o tratamento dialitico, o transplante renal tornou-se a melhor opcéo terapéutica

para a maioria dos pacientes urémicos cronicos.

Diante dos relatos acima citados, por meio da realizacdo do presente estudo,
sera investigado o perfil da cistatina C, interleucina 2, interleucina 6 e fator de necrose
tumoral alfa em receptores de transplante renal, em trés momentos distintos: no pré
transplante , com um més e com seis meses apos o transplante.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar o perfil da cistatina C, interleucina 2, interleucina 6 e fator de necrose

tumoral alfa em receptores de transplante renal
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3.2 Objetivos Especificos

a)

b)

d)

f)

Verificar o comportamento da cistatina C, interleucina 2, interleucina 6 e
fator de necrose tumoral alfa no pré transplante, com 30 e 180 dias do

pos transplante,

Avaliar correlacdo dos niveis das concentracbes de cistatina C,
creatinina, interleucina 2, interleucina 6 e fator de necrose tumoral alfa

com a presenca de disfuncgéo renal.

Analisar o comportamento da cistatina C, creatinina, interleucina 2,
interleucina 6 e fator de necrose tumoral alfa em pacientes que

receberam inducdo e os que ndo receberam apds o transplante renal.

Investigar a correlacdo dos niveis das concentracfes de cistatina C,
interleucina 2, interleucina 6 e fator de necrose tumoral alfa com os

parametros clinicos antes do transplante.

Verificar o comportamento da interleucina 2, interleucina 6 e fator de
necrose tumoral alfa com a creatinina e cistatina C 180 dias do pos

transplante.

Analisar a correlagéo da interleucina 2, interleucina 6 e fator de necrose

tumoral alfa entre si nos diferentes momentos da coleta

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo e periodo do estudo

O estudo realizado apresenta um carater descritivo, analitico e prospectivo

sendo realizado no periodo de 01 de janeiro de 2007 a 30 de junho de 2008

4.2 Populagcdo em estudo
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A populacdo em estudo foi composta pelos pacientes que foram submetidos a
transplante renal na unidade de transplante do Hospital Universitario da Universidade
Federal do Maranhdo (HUUFMA), que desenvolve servi¢os altamente especializados
a populacdo e da suporte técnico necessario ao sistema de saude publica, onde é
referéncia estadual para os procedimentos de alta complexidade. O primeiro
transplante renal com doador vivo foi realizado em 18 de marco de 2000 e com

doador falecido a partir do ano de 2005.

O HUUFMA disp6e de 515 leitos, sendo 22 leitos destinados a unidade de
transplante renal, realizando transplantes com doador vivo e falecido. O servico de
transplante renal esta em funcionamento ha 11 anos, trabalhando com uma equipe
multidisciplinar especializada, com cobertura de 24 horas, e ja realizou até o ano de
2010, 309 transplantes, dos quais 234 com doador vivo e 75 com doador falecido. Em
média, o referido servigco realiza aproximadamente 30 transplantes por ano com

doador vivo.

Foram incluidos neste estudo pacientes que realizaram transplante renal no
periodo de 01 de janeiro a 31 de dezembro de 2007, com faixa etaria compreendida
entre 18 e 60 anos, transplantados com rim de doador vivo e que assinaram o termo

de consentimento livre e esclarecido.

4.3 Amostra em estudo

Neste estudo, apenas 24 pacientes preencheram os critérios de incluséo.

4.4 Coleta de dados

Os pacientes internados para o transplante foram previamente preparados pela
equipe médica com avaliagbes de: sorologias, fungdo hepatica, funcdo renal, funcdo
cardiaca, exames de imagem, compatibilidade HLA e crossmatch. Apds esta analise,
sendo considerado sem restricdes, foi feito agendamento para o transplante renal.
Foram utilizados os seguintes esquemas triplice de imunossupressao: 1-Inibidor de
calcineurina (Tacrolimus), Micofenolato de Mofetil e Prednisona; 2- Inibidor de

calcineurina (Ciclosporina), Azatioprina e Prednisona.
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Apés a internacao dos pacientes para a realizacéo dos transplantes e avaliacdo
dos critérios de inclusdo, foi iniciado o protocolo de coleta. A partir do levantamento
foram identificados o0s pacientes para a realizacdo da coleta que foi iniciada em
janeiro de 2007 e teve seu término em junho de 2008. Os pacientes incluidos tiveram
suas medidas laboratoriais avaliadas em trés momentos distintos: o primeiro no ato da
internacdo, os seguintes com 30 e 180 dias apo6s o transplante. Concomitantemente
foi encaminhado oficio solicitando autorizacdo a Diretoria da unidade hospitalar e a

equipe médica envolvida.

A coleta dos dados demogréficos (idade, sexo e etnia) e clinicos (peso, peso
seco, altura, pressdo diastélica, pressao sistdlica, doenca de base, hemoglobina,
albumina, fosforo e creatinina) foi realizada através da analise de prontuario dos

pacientes.

A coleta de sangue foi realizada de maneira individual na unidade de
transplante, por técnicos especializados, sendo coletadas, identificadas, devidamente
acondicionadas e transportadas para a realizacdo das analises no laboratério do
Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo (HUUFMA) e no
Laboratdrio Genese Produtos Diagnosticos LTDA, na cidade de séo Paulo.

4.5 Processamento e analise bioquimica das amostras

A cistatina C foi mensurada em amostras de soro por técnica de nefelometria,
utilizando-se o equipamento BN ProSpec do laboratorio Siemens e insumos da
mesma procedéncia do equipamento, de acordo com as instrucdes do fabricante. As
amostras de soro foram obtidas a partir da coagulacdo e centrifugacdo do sangue
total a 2500 rpm, durante 15 minutos. Foram utilizadas amostras sem turbidez,
considerando que as mesmas prejudicam o0 ensaio, por tratar-se de fator interferente
para a nefelometria. O método de imunonefelometria utiliza particulas de poliestireno
carregadas com anticorpo de coelho especifico contra a cistatina C humana, que, na
presenca de amostras de soro contendo cistatina C sofrem aglutinacdo, gerando
luminescéncia. A intensidade da luz dispersa no equipamento depende da
concentracéo da proteina cistatina C na amostra; a concentracdo analitica da amostra

pode ser determinada por comparacfes com diluicdes de um padrdo de concentracao
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conhecida. O controle de qualidade é dado pelos controles do material do calibrador,
cuja fonte é um purificado de cistatina C humana (control cystatin C). A curva de
calibracdo apresenta intervalos de 0,8 a 7,1 mg/dL. O intervalo de referéncia é de
0,53 a 0,95 mg/L.

A determinacdo dos niveis séricos de IL-2, IL-6 e TNF-a foi mensurada em
amostras de soro utilizando-se 0s ensaios imuno enzimaticos humanos TiterZime
(EIA), fundamentados na metodologia “sanduiche” convencional de dois-sitios, onde
o mix de microesferas € incubado com padrdes e amostras em formato de placa de
96 pocos, seguidos da adicdo do anticorpo de deteccao biotinilado, sendo o seu
resultado final amplificado através de incubacdo com o conjugado reporter
estreptavidina-ficoeritrina. Em seguida, as microesferas foram lidas no equipamento
Luminex 100 através de sistema duplo de lasers que incide sobre as microesferas, a
medida que estas fluem através do fluxo celular. Um feixe de laser detecta a
microesfera (o codigo de cor especifico para o0 ensaio) e o outro laser quantifica o
sinal de repérter em cada microesfera. Os valores dos coeficientes de variacao
intraensaios foram respectivamante, de 0,02% a 27,5% para IL-2, de 0,01% a 2,88%
para IL-6 e de 0,00% a 5,15% para TNF- a. Para a IL-2, o valor de referéncia normal
€ até 2,0 pg/mL, para IL-6 até 6,01 pg/mL e para TNF-a até 8,43 pg/mL, fornecidos
pelo fabricante. As amostras de soro foram obtidas a partir da coagulacdo e
centrifugacdo do sangue total a 2500 rpm, durante 15 minutos, em seguida

congeladas a -70°C, e enviadas congeladas em gelo seco para o laboratério.

4.6 Analise estatistica

As variaveis quantitativas foram apresentadas por meio de média e desvio
padrdao (média + desvio padrdo) ou mediana e as qualitativas por frequéncias e
porcentagens. Foi realizado o teste de Shapiro Wilk para verificar a normalidade das

variaveis quantitativas em estudo.

Para comparar os marcadores em estudo nos diferentes momentos utilizou-se
o teste de Friedman, visto que a variaveis ndo apresentaram distribuicdo normal.
Também foi calculado o coeficiente de correlacdo de Spearman para verificar quais

marcadores estavam correlacionados com a cistatina C.
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O nivel de significancia adotado foi de 5%. A analise de dados foi realizada no
STATA 9.0.

4.7 Aspectos Eticos

O Comité de Etica em pesquisa do Hospital Universitario da Universidade
Federal do Maranhdo concedeu a aprovagcdo ao protocolo do estudo (Anexo 1). Os
pacientes elegiveis receberam informacao escrita e oral a respeito dos objetivos do
projeto de pesquisa, bem como do uso do seu sangue neste estudo e todos

forneceram o consentimento assinado.

5. RESULTADOS

No periodo de 01 de janeiro a 31 de dezembro de 2007 foram transplantados
26 pacientes com doador vivo, sendo 02 menores de 18 anos e 06 pacientes com
doador cadaver, totalizando 32 transplantes realizados, entretanto apenas 24
pacientes atenderam aos critérios de inclusdo deste estudo. Um paciente foi excluido
do estudo visto que o mesmo evoluiu para 6bito na fase inicial do periodo do pos
transplante, sendo 0 nosso n=23 pacientes.

Dos 23 pacientes transplantados, 19 foram submetidos ao esquema de
imunossupressao compreeendendo INC (Tacrolimus), Micofenolato de Mofetil e
Prednisona e 04 pacientes ao esquema INC (Ciclosporina), Azatioprina e Prednisona.
08 pacientes receberam inducéo, sendo 6 com anticorpo monoclonal (Basiliximab) e 2

com anticorpo policlonal (Timoglobulina), e 15 ndo receberam inducéao.

Os pacientes que foram submetidos a bidpsia apresentaram disfuncédo do
enxerto, observada pela elevagédo dos niveis de creatinina ( 6 pacientes ) ou niveis de

proteinuria ( 2 pacientes ).

A média de idade dos pacientes foi de 34,3 anos (+ 11,7), havendo
predominéncia do sexo feminino (52%) e da etnia ndo branca (61%). As médias de
peso, peso seco, altura, pressao diastdlica e sistdlica, hemoglobina, albumina, fésforo

e creatinina encontradas no pré transplante foram de 55,2Kg (+ 14,0), 54,7Kg (x13,3),
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158 cm (x 0,1), 133 mmHg (£21,6), 88 mmHg (x15,6), 11,7 g/dL (£1,9), 4,1 mg/dL
(x0,5), 6,2 mg/dL (+1,7) e 8,9 mg/dL(z4,1) respectivamente, havendo um predominio

de doencas ndo glomerulares como doenca de base. (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas demograficas e clinicas da populagcédo estudada (n=23) no

momento da internacdo. Sao Luis, MA, 2008.

Varaveis

Valores

Idade (anos) média + dp

Sexo (masc/fem) n %

Etnia (branco/nédo branco) n %

Peso (Kg) média £ dp
Peso seco (Kg) média+ dp
Altura (cm) média = dp

Presséao Diastélica (mmHg) médiax dp

Presséo Sistolica (mmHg) médiaxdp

Hemoglobina (g/dL) médiatdp

Albumina (mg/dL) média +dp
Fosforo (mg/dL) média +dp

Creatinina (mg/dL) média +dp

Doenca de Base (Glomerulares/Nao Glomerulares) n %

34,3+ 11,7
11; 12 (48; 52)
09; 14 (39; 61)

55,2+ 14
54,7+13,3

158 + 0,1
133+21,6
88+15,6
11,7£1,9
4,1+0,5
6,2+1,7
8,9+4,1

11; 12 (48; 52)

Através do teste de Spearman, analisou-se a correlagcdo da idade com os

demais marcadores, observando-se que nao houve correlacdo estatisticamente

significante. (Tabela 2).

Tabela 2 — Coeficiente de correlacdo de Spearman dos biomarcadores com a idade

nos diferentes momentos de coleta. Sao Luis, MA, 2008.

Momentos da coleta

Biomarcadores

IL- 2 TNF-a
Internacao -0,0138 -0,1234
30 dias -0,1184 0,2463
180 dias 0,0356 0,3303
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Através do teste de Spearman, analisamos a correlacdo no momento da
internacdo, dos biomarcadores com a hemoglobina, albumina e fésforo, ndo sendo

encontrada correlacéo estatisticamente significante (Tabela 3).

Tabela 3 — Coeficiente de correlacdo de Spearman dos biomarcadores com
pardmetros clinicos. S&o Luis, MA, 2008

Parametros clinicos

Marcadores na internacéo Hemoglobina Albumina Fosforo
Creatinina 0.1063 -0.0229 0.0949
Cistatina-C 0.2276 0.1599 -0.0408
IL- 2 -0.1326 0.0287 0.0316
IL- 6 -0.1804 0.1937 0.2256
Tnf-a -0.1907 -0.0812 -0.0062

Ao compararmos os biomarcadores nos diferentes momentos de coleta dos
pacientes transplantados, observou-se que os valores plasmaticos da creatinina e
cistatina C apresentaram diferenca estatisticamente significante entre 0 momento da
internacdo e 30 dias do pos transplante (p<0,0001), e também entre 0 momento da
internacao e 180 dias do p6s transplante (p<0,0001). Por outro lado, a interleucina 2
apresentou diferenca estatisticamente significante somente entre 30 e 180 dias do
pés transplante (p=0,0418) e o TNF-a entre o momento da internagédo e 30 dias do
pés transplante (p=0,0001), ndo havendo diferenca estatisticamente significante para
a ll-6 (Tabela 4).

Tabela 4 - Médias e desvios padrdo dos biomarcadores nos diferentes momentos de
coleta. S&o Luis, MA, 2008

Inducéo
Biomarcadores Internacao 30 dias 180 dias p- valor
Creatinina 8,97(x4,1) 1,5(x1,2) 1,6(x0,7) <0,0001**
Cistatina C 6,59(x1,4) 1,6(x0,85) 1,39(+0,72) <0,0001**
Interleucina 2 13,47(x29,1) 8,7(x19,0) 4,93(+7,8) 0,0418*
Interleucina 6 29,87(x51,7) 24,50(£50,7) 50,61(x130,8) 0,7457
TNF-a 13,4(%7,2) 4,96(%3,5) 10,35(x13,1) 0,0001*¢

* Significante ao nivel de significancia de 5% aDiferenga entre internagdo e 30 dias do p6s-TR e internacéo e 180 dia do p6s-TR
*b *C
Diferenca entre 30 dias e 180 dias pds-TR  Diferencga entre internacéo e 30 dias po6s-TR
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Através do teste de Spearman, analisamos a correlagdo da cistatina C com o0s
demais marcadores, onde observou-se uma correlagdo negativa estatisticamente
significante da Cistatina C com o TNF-a na internagao (r = -0,44) e da cistatina C com

a IL-6 com 180 dias do pos-transplante (r = 0,38) ( Tabela e Figura 3).

Tabela 5 — Coeficiente de correlagcdo de Spearman dos biomarcadores com cistatina
C nos diferentes momentos de coleta. Sao Luis, MA, 2008

Marcadores
Momentos da coleta IL-2 IL-6 TNF-a
Internacao -0,1707 -0,1795 -0,4405*
30 dias -0,1624 0,2791 -0,0486
180 dias -0,1458 -0,3889* 0,2629

* Significante ao nivel de significancia de 5%
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Figura 3 - Teste de correlagcdo de Spearman entre TNF-a e a Cistatina C no
momento da internacéo e Interleucina 6 e Cistatina C seis meses do pds-transplante

Seguidamente, analisamos a correlacdo da creatinina com o0s demais
biomarcadores, também pelo teste de Spearman, observando-se que n&do houve
correlacdo estatisticamente significante da creatinina com oS mesmos na internacgao,

com 30 e 180 dias do pés transplante (Tabela 6)
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Tabela 6 — Coeficiente de correlacdo de Spearman dos biomarcadores com creatinina
nos diferentes momentos de coleta. Sao Luis, MA, 2008

Marcadores
Momentos da coleta IL-2 IL-6 TNF-a
Internacéo -0,0316 0,2462 -0,2634
30 dias -0,0150 0,1549 0,0085
180 dias 0,0269 -0,0092 0,0945

Entre os pacientes biopsiados e os ndo biopsiados apds o transplante renal,

foram comparadas as média das concentracfes plasmaticas dos biomarcadores na

internacdo, com 30 e 180 dias do pés-transplante, observando-se somente diferenca

estatisticamente significante para os valores séricos de creatinina e cistatina C com
30 (p=0,0040 vs p=0,0417) e 180 (p=0,0077 vs p=0,0137) dias do pds-transplante

(Tabela 8 e Tabela ). Por outro lado os valores séricos da creatinina, cistatina C, IL-2,

IL-6 e TNF-a, no pré-transplante, ndo demonstraram diferenca estatisticamente

significante quando se comparou o0s 8 pacientes biopsiados e os 15 ndo biopsiados

no pos transplante ( Tabela 7).

Tabela 7 — Médias e desvios padrdo dos marcadores no pré transplante em pacientes
biopsiados e ndo biopsiados apds o transplante renal. Sdo Luis, MA, 2008

Bidpsia
Biomarcadores Sim (n=08) N&o (n=15) p - valor
Creatinina 10,26(4,9) 8,29(+3,6) 0,3329
Cistatina C 6,43(+1,4) 6,68(+1,4) 0,7468
Interleucina 2 15,37(x31,0) 12,45(+28,9) 0,8417
Interleucina 6 41,30(x66,7) 23,76(x43,2) 0,8212
TNF-a 15,48(+10,1) 12,29(+5,17) 0,6985
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Tabela 8 — Médias e desvios padrdo dos marcadores 30 dias ap0s o transplante em
pacientes biopsiados e nao biopsiados. Séo Luis, MA, 2008

Biopsia
Biomarcadores Sim (n=08) N&o (n=15) p - valor
Creatinina 2,29(%4,9) 1,12(x0,3) 0,0040*
Cistatina C 2,11(x1,2) 1,32(z0,3) 0,0417*
Interleucina 2 15,68(x32,1) 4,97(x2,4) 0,5444
Interleucina 6 34,72(x63,9) 19,05(+43,7) 0,6055
TNF-a 5,96(+4,5) 4,41(2,8) 0,8399

* Significante ao nivel de significancia de 5%

Tabela 9 — Médias e desvios padrdo dos marcadores em 180 dias apés o transplante

em pacientes biopsiados e ndo biopsiados. Sao Luis, MA, 2008

Bidpsia
Biomarcadores Sim (n=08) N&o (n=15) p - valor
Creatinina 2,1(x0,9) 1,3(x0,3) 0,0077*
Cistatina C 1,83(x1,0) 1,15(z0,2) 0,0137*
Interleucina 2 8,42(x£13,0) 3,07(x0,3) 0,5212
Interleucina 6 91,21(+208,5) 28,95(+60,8) 0,9484
TNF-a 16,05(+21,0) 7,30(x4,5) 0,8461

* Significante ao nivel de significancia de 5%

Quando comparadas as médias das concentracdes plasmaticas dos
biomarcadores na internacdo, com 30 e 180 dias do pds transplante com 0s grupos
de pacientes que receberam inducéo e os que nao receberam apds o transplante, ndo
foi observada diferenca estatisticamente significante em nenhum dos momentos
(Tabela 10, Tabela 11, Tabela 12).

Tabela 10 - Médias e desvios padrdo dos marcadores no momento da internacao para
o transplante em pacientes que receberam inducdo e os que ndo receberam apés o
transplante renal. Sao Luis, MA, 2008

Inducéo
Biomarcadores Sim (n=08) Nao (n=15) p - valor
Creatinina 10,4(x4,9) 8,2(x3,5) 0,4014
Cistatina C 6,2(+1,1) 6,7(x1,5) 0,3327
Interleucina 2 15.7(£31,0) 12,2(£29,0) 0,9469
Interleucina 6 33,1(x63,4) 28,1(+46,7) 0,6984
TNF-a 13,3(x7,5) 13,4(x7,3) 0,7714
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Tabela 11 - Médias e desvios padrdo dos marcadores 30 dias ap0s o transplante em
pacientes que receberam inducao e os que nao receberam. Sao Luis, MA, 2008

Inducéo
Biomarcadores Sim (n=08) N&o (n=15) p - valor
Creatinina 2,1(x1,9) 1,2(x0,3) 0,2310
Cistatina C 2,0(£1,2) 1,3(x0,3) 0,2446
Interleucina 2 17,0(x31,5) 4,2(x2,5) 0,1384
Interleucina 6 32,7(£64,5) 20,1(x43,6) 0,8464
TNF-a 6,5(+4,8) 4,0(£2,2) 0,3288

Tabela 12 - Médias e desvios padrdao dos marcadores 180 dias apés o transplante em
pacientes que receberam inducao e os que nao receberam. Sao Luis, MA, 2008

Inducéo
Biomarcadores Sim (n=08) N&o (n=15) p - valor
Creatinina 1,9(x0,9) 1,3(x0,3) 0,0976
Cistatina C 1,7(+1,1) 1,2(0,3) 0,3471
Interleucina 2 8,8(x12,7) 2,8(x0,8) 0,3183
Interleucina 6 17,7(x32,6) 68,1(x159,4) 0,8460
TNF-a 9,6(+12,0) 10,7(+14,0) 0,4002

Ao compararmos as medias e desvios padréo das concentragdes plasmaticas
dos biomarcadores com 180 dias apds o transplante com os grupos de pacientes que
tiveram a concentracdo plasmatica de creatinina < 1,5 mg/dL e > 1,5 mg/dL (Tabela
13) , além da concentracdo plasmatica de Cistatina C < 0,95 e Cistatina C > 0,95

mg/dL, n&o observou-se diferenca estatisticamente significante (Tabela 14).
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Tabela 13 — Médias e desvios padrdao dos marcadores com 180 dias apos o
transplante em pacientes com creatinina < 1,5 mg/dL e > 1,5 mg/dL. S&o Luis, MA,
2008

Creatinina
Creat<1,5 mg/dL Creat >1,5 mg/dL p- valor

Marcadores N=15 N=08
Interleucina 2 3.7 (£2.6) 7.1 (x12.9) 0.6178
Interleucina 6 28.3 (£61.0) 92.3 (x208.0) 0.4967
TNF-a 7.4 (+4.6) 15.8 (+21.1) 0.8970

Tabela 14 — Médias e desvios padrdao dos marcadores com 180 dias apls o
transplante em pacientes com Cistatina C < 0,95 mg/dL e > 0,95. Sao Luis, MA, 2008

Cistatina C
Cis-C = 0,95 mg/dL Cis-C > 0,95 mg/dL p valor

Marcadores N=04 N=19
Interleucina 2 3.2 (x0.09) 5.2 (¥8.5) 0.1791
Interleucina 6 3.1(x2.2) 60.6 (£142.5) 0.1796
TNF-a 5.3 (+1.4) 11.4 (+14.2) 0.4398

Ao analisarmos a correlagdo dos biomarcadores (IL-2, IL-6 e TNF-a) entre si,
na internacdo, com 30 e 180 dias do poés transplante, observou-se correlacéo
estatisticamente significante entre a IL-6 e TNF- a, na internagdo e com 180 dias do

pos transplante (r = 0.4586 e r = 0,7683 respectivamente) (Tabela 15)
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Tabela 15 — Coeficiente de correlacao de Spearman entre os biomarcadores IL-2, IL-6
e TNF-a nos diferentes tempos da coleta. Séo Luis, MA, 2008.

Marcadores Internacdo 30 dias p6s-TR 180 dias pos-TR

IL-2 IL-6 TNF-a IL-2 IL-6 TNF-a IL-2 IL-6 TNF-a

IL-2 Inter 0.3266

IL-6 Inter 0.0815

TNF-a Inter 0.4586*

IL230d 0.1474

IL-6 30 d 0.3504

TNF-a30d 0.2728

IL2180d 0.2319
IL-6 180 d 0.1543

TNF-a 180 d 0.7683*

* Significante ao nivel de significancia de 5%

6. DISCUSSAO

Os pacientes avaliados neste estudo apresentaram uma média de idade de
34,3 anos (+ 11,7), concordando com a literatura (14;42;59;60).

Ao analisarmos a correlacdo da idade com a IL-2, IL-6 e TNF-a, observou-se
que nao houve correlacdo com nenhum destes marcadores durante o periodo deste
estudo, resultados contrarios ao trabalho de Bohler et al. (61), que avaliou 0s
cofatores que potencialmente influenciam a expressdo de biomarcadores
imunoldgicos, explorando a proliferacdo de células T, ativacdo de células T(expressao
CD25 e CD17) e produgéo de citocinas pelos linfocitos (IL-2 e TNF-a) em voluntarios
saudaveis, pacientes em dialise e pacientes transplantados renais estaveis tratados
com terapia imunossupressora padrédo. Neste estudo foi observado uma correlacao
positiva da idade com a expressdo de TNF-a em todas as trés populagdes; ja na
expressdo de IL-2 ocorreu correlacdo positiva com a idade apenas em voluntarios
saudaveis e pacientes transplantados renais, apontando que a idade exerce diversos
efeitos sobre o sistema imune adaptativo, o qual pode modular imunogenicidade de

orgaos do doador, quanto a capacidade do receptor para rejeicdo de 6rgaos.
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Bohler et al. (61), também evidenciou uma diminui¢do das funcdes da célula T
em pacientes transplantados renais quando comparados com voluntarios saudaveis e
pacientes em dialise, bem como um aumento da expresséo de IL-2 em pacientes em
didlise quando comparados com voluntarios saudaveis. Da mesma forma, um estudo
realizado por Fijter et al (62), demonstrou que rins de doadores idosos exercem um
aumento na imunogenicidade associada com uma maior susceptibilidade para perda

do enxerto devido a rejeicdo do transplante e da nefropatia crénica do enxerto.

Segundo registros de Rostaing et al. (63), a membrana de dialise pode
eventualmente estimular células T e diferentes membranas de didlise tem diferentes
capacidades para estimular expressdo de IL-2. Por outro lado, van Riemsdijk-Van
overbeeke et al. (64), encontraram que o aumento da expressdo de IL-2 e a
expressao do receptor de IL-2 sobre as células T, pode ndo ser afetada. No presente
estudo encontramos niveis elevados de IL-2 apos a dialise, concordando com os

registros de Rostaing et al. (63).

A inducdo de citocinas pro inflamatéria IL-2 durante a didlise pode ser
desfavoravel no curso precoce depois do transplante renal, porque a elevacdo da
expressdo dos niveis de IL-2 em células T pode sensibilizar o sistema imune do
receptor em direcdo ao enxerto. Futuros estudos de monitoramento sdo necessarios
para determinar se pacientes com aumento nos niveis de expressao de IL-2 estdo em

maior risco de experimentar episoédios de rejeicao (61).

Apesar de ndo haver realizado um grupo controle com pacientes saudaveis em
nosso estudo, os pacientes provenientes da terapia de HD, no pré- transplante
apresentavam niveis séricos de IL-2, IL-6 e TNF-a elevados. Estes dados séo
semelhantes aos estudos de Rysz et al. (65), quando relacionados aos niveis séricos
de IL-6 e TNF-a, mas discordam dos achados deste autor quando se referem a IL-2.
Rysz et al. (65) avaliaram pacientes em terapia dialitica regular em diferentes tempos
(20, 60 e 240 minutos) e em sessdo Unica com 0 objetivo de comparar os niveis
séricos de um painel de citocinas inflamatoérias (IL-18, IL-2, IL-6, IL-8 e TNF-a) com
PCR, tendo como parametro pacientes saudaveis. Eles observaram que a
concentracdo de PCR foi maior nos pacientes em HD, quando comparado com

controles saudaveis, e que as concentracdes de IL-1B3, IL-6, IL-8 e TNF-a estavam
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aumentadas, enquanto que os niveis séricos de IL-2 ndo sofreram altera¢des durante

a sessao de HD.

Pacientes com transplante renal estavel com terapia imune padrdo tem
significantemente menor proliferacdo de células T, ativacao de células T e expressao
de IL-2 e TNF-a em células T quando comparados com voluntérios saudaveis e
pacientes em dialise, uma vez que os inibidores de calcineurina sdo conhecidos por
inibir eficientemente a producdo de citocinas e inibidores de monofosfato
desidrogenase de eosina sédo conhecidos por inibir de forma muito eficientemente a

proliferacdo de linfécitos e ambas as drogas de ativagéo de células T (61).

No presente estudo observou-se uma concentracdo sérica aumentada de
creatinina, cistatina C, IL-2, IL-6 e TNF-a no pré transplante, havendo uma diminui¢cao
considerada da creatinina, cistatina C, IL-2, e um aumento da concentracdo sérica de
IL-6 e TNF-a no pés transplante. Chama a atencgao o fato da diminuicao gradativa dos
niveis de IL-2 com 30 e 180 dias do pds transplante, o que ndo acontece com as
outras citocinas IL-6 e TNF-a, que tiveram seus indices diminuidos 30 dias apds o
transplante, com normalizacdo apenas do TNF-a, havendo elevacdo dos mesmos
com 180 dias do poés transplante, indicando que IL-6 e TNF-a sdo marcadores
inflamatorios que no pds transplante inicial e a partir de seis meses do pés transplante
apresentam comportamentos diferentes. No que se refere ao comportamento das
citocinas nos pacientes transplantados renais, os resultados da literatura s&o
controversos. Nossos resultados mostraram que existem similaridades e também
diferencas. O motivo para estas discordancias talvez se deva a diferencas no tipo de
paciente estudado, género, idade, uso de imunossupressores, resposta imune
alterada com episodios de rejeicdo ou alguma infeccdo corrente, sendo necessaria
uma maior investigacdo destes marcadores inflamatérios no monitoramento do

enxerto.

Nossos resultados séo parcialmente semelhantes aos obtidos por Simmons et
al. (41). Semelhante no pré transplante para as concentracdes de IL-6, TNF-a e
quando comparados aos niveis séricos reduzidos de TNF-a apds 30 dias do pos
transplante, mas diferente para a concentracdo sérica de IL-6 no poOs transplante.

Simmons et al. (41) avaliaram 19 pacientes submetidos a transplante renal de doador
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vivo em diferentes momentos: 1 semana antes do transplante, 1 semana do poés-
transplante e 2 meses do pos-transplante. Foram dosados o0s seguintes
biomarcadores de inflamacéo e estresse oxidativo: PCR, IL-6, IL-10, TNF-a, proteinas
associadas a conteudo de carbonyl e F, isoprostanes. No pré-transplante, Simmons et
al. (41) observaram que os niveis das proteinas pré-inflamatérias IL-6, TNF-a, e PCR,
bem como os marcadores de estresse oxidativo de proteinas plasmaticas, carbonyl e
F, isoprostanes, foram significativamente mais elevados em comparagdo ao controle.
Também foi constatado um declinio rapido e significativo em todos estes
biomarcadores apds o transplante, sendo mantido por 2 meses, 0 que reflete a
restauragdo da funcdo renal com diminuicdo da inflamag&o cronica e do estresse

oxidativo associado com uremia.

Cueto-Manzano et al. (42) compararam os niveis séricos de PCR, IL-6 e TNF-
a em 37 pacientes antes e apos o transplante renal. Os niveis de PCR tenderam a ser
maiores em receptores do que em doadores, mas essa diferenca ndo foi
estatisticamente significativa, existindo uma reducéo significativa da concentracao de
PCR em pacientes imediatamente apds o transplante. No pré-transplante, os niveis
séricos de TNF-a e IL-6 foram significativamente maiores em receptores do que em
doadores. Apdés uma reducdo inicial em 6 meses do pos-transplante, TNF-a e IL-6
aumentaram ainda mais nos receptores em 12 e 18 meses. Em contraste com o0s
resultados apresentados por Cueto-Manzano et al. (42), o presente estudo né&o
encontrou redugdo de TNF-a e IL-6 nos receptores, mas sim um aumento desses

marcadores a partir de 6 meses do poés transplante.

Cueto-Manzano et al.(42) também encontrou uma correlacéo positiva para IL-
6 e TNF-a no pré transplante, com 12 meses e 18 meses apos o transplante. Quando
correlacionamos a IL-2, IL-6 e TNF-a entre si, observou-se uma correlagéo positiva da
IL-6 e TNF-a no pré transplante e com 6 meses do pds transplante. Nossos resultados
sdo semelhantes no pré transplante, mas diferentes com 6 meses do pds transplante,
quando comparados ao estudo de Cueto Manzano et al.(42). A semelhanca no
comportamento destas citocinas no pré transplante, com 6, 12 e 18 meses do pos
transplante, possivelmente aconteca em decorréncia da resposta inflamatoria para
TNF-a ser mediada diretamene através da estimulagcdo de outras citocinas pro

inflamatorias (27).
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Comparando as médias da cistatina C, nos diferentes momentos de coleta,
observou-se uma diminuicdo significativa entre a internacdo e 30 dias do poés
transplante (p<0,0001), e entre a internacéo e 180 dias do pds transplante (p<0,0001).
Os dados estdo de acordo com a literatura (48;66;67), sendo este fato semelhante
para a creatinina. Importante enfatizar que no sexto més do pos transplante a média
de valores para a creatinina tende a elevacéo (1,6 mg/dL) quando comparada a 30
dias do pos transplante (1,5 mg/dL), ao passo que na cistatina ocorre o inverso (1,6
mg/dL com 30 dias do poOs transplante para 1,39 mg/dL com 180 dias do pos
transplante). Em estudo realizado por Harada et al. (3), um dos fatores de risco
relacionado a perda do enxerto € a funcdo renal no sexto més do pos transplante,
sendo avaliado pela creatinina e utilizando como critério o valor da creatinina > 1,5
mg/dL.

Neste estudo, a reducéo dos niveis séricos de cistatina C e creatinina com 30
dias do pés transplante demonstra que a cistatina C ndo sofre interferéncia em
decorréncia da diminuicdo das doses de esterbides neste periodo, podendo indicar
uma alteracao na funcao renal, concordando com o estudo de Geramizadeh et al. (68)
que estudaram 60 receptores de transplante renal, no pos transplante imediato, e
observaram que a cistatina C é bem correlacionada com o clearence de creatinina
depois de cinco dias do pdés tranplante, e afetada por doses de esterdides durante os
cinco dias ap6s o transplante, resultando em altos nineis de cistatina C enquanto a
creatinina sérica decresce, sugerindo que durante a primeira semana apdés o
transplante, a creatinina sérica € ainda um bom marcador para avaliar a fungéo renal.
Na verdade, o nivel de cistatina C é dependente da alta dose de esterdide na
primeira semana apos o transplante renal e deve ser usado como um marcador de

funcao renal mais tarde.

Singh et al. (69) encontraram uma associacdo moderada da Cistatina C com
a PCR e o fibrinogénio, que ndo sédo independentes do clearence de creatinina.
Embora nado utilizando um padréo-ouro da funcdo renal, seu estudo sugere que a
cistatina C capta uma associacdo da funcao renal ligeiramente prejudicada com o

aumento da inflamacéo.
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Em nosso estudo os marcadores inflamatérios ndo foram avaliados ao mesmo
tempo no periodo de episédios de disfuncdo do enxerto de 6 pacientes que
apresentaram aumento do nivel de creatinina e de 2 com aumento do nivel de
proteinudria, sendo os mesmos encaminhados para realizacdo de bidpsia. Houve
resultado confirmatério de apenas um paciente com episodio de rejeicdo, nédo
ocorrendo diferenca dos marcadores quando correlacionados aos esquemas de
imunossupressdo e inducdo com Basiliximab e Timoglobulina dos pacientes
biopsiados e néo biopsiados. Estes dados sdo semelhantes aos encontrados no
estudo de Cueto-Manzano et al. (42). Onde foi observado que nenhum dos
marcadores foi significativamente diferente em pacientes que tiveram episodios de
rejeicdo aguda ou nefropatia crénica quando comparados com 0s pacientes sem
esses acontecimentos e que marcadores inflamatérios ndo foram diferentes quanto ao

uso da ciclosporina ou tacrolimus, nem com a indugéo com daclizumab.

Um estudo conduzido por Karczewski et al. (70) analisou 44 pacientes
transplantados renais com e sem rejeicdo, nos quais foram avaliadas as
concentragdes séricas de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y e TNF-a em amostras coletadas
um dia antes e 2, 7, 14 e 30 dias apO6s o transplante. Destes, 11 pacientes
desenvolveram episodios de rejeicdo aguda, sendo observado um maior nivel sérico
de IFN-y e IL-10 no pré transplante, o que foi associado aos episodios de rejeicéo
aguda. Além disso, ndo houve diferenca em niveis plasmaticos de IL-2, IL-4, IL-5 ou

TNF-a entre os dois grupos.

Semelhante ao estudo de Karczewski et al. (70), realizado por um periodo de
3 meses do pos transplante, nossos resultados demonstraram que, nos pacientes que
foram submetidos a bidpsia e os que nao foram submetidos a bidpsia do enxerto, ndo
houve diferenca nos niveis séricos de IL-2 e TNF-a no pré transplante e com 30 dias
do poés transplante. No entanto, somente 4% (1/23) dos nossos pacientes
apresentaram rejeicdo do enxerto, enquanto o trabalho de Karczewski et al. (70)

mostrou uma prevaléncia de 25% (11/44).

Ozdemir et al. (59) estudaram, em 141 pacientes no poés-transplante renal,
aspectos demograficos, clinicos e dados laboratoriais por um periodo de 5 anos. Os

pacientes foram classificados em trés grupos a partir da concentragédo sérica de PCR
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em normal, alta intermitente e consistentemente alta. Foi observada respectivamente
uma sobrevida do enxerto de 90%, 72,6% e 11,1%. Além disso, a andlise de
regressao de Cox revelou que a rejeicdo aguda, a idade avancada do destinatario, e
as concentracdes séricas consistentemente elevadas de PCR estavam associadas a

um risco elevado de perda do enxerto renal.

No estudo de Ozdemir et al. (59) as elevacgdes intermitentes no nivel sérico
de PCR nao foram associadas a um risco aumentado de perda do enxerto.
Entretanto, concentracbes consistentemente altas de PCR no poés-transplante
mostraram um alto valor preditivo negativo para a sobrevida do enxerto. Segundo
Ozdemir et al (59) um processo inflamatdrio no periodo de 5 anos do pds-transplante,
necessitaria de esforgcos suplementares para controlar a inflamacéo e prolongar a
sobrevida do enxerto. Tais consideracdes sugerem a investigacdo em longo prazo de
outros marcadores inflamatérios que também consistentemente elevados poderiam

comprometer a sobrevida do enxerto renal.

Kukasa et al. (71), pesquisando as altera¢des inflamatdrias de curto prazo que
incidiram sobre os rins em um modelo animal singénico de transplante renal,
observou que a extensao de infiltracao leucocitica alcanca seu maximo 24 horas apos
o transplante e tem correspondéncia com os niveis de selectina E e P, e que apés
esse periodo, a extensdo da ativacdo imunoldgica diminui gradualmente, mas as

alteracdes histolégicas no rim podem ainda ser observadas.

A introducdo de novos agentes imunossupressores, particularmente os
inibidores da calcineurina (INC), proporcionou expressiva diminui¢ao da incidéncia de
RA, que, dos anteriores 50%, diminuiu para cerca de 10% nos ultimos 10 anos, com
manutencdo desse indice nos ultimos quatro e cinco anos. A RA do enxerto renal &
evento comum no pos-transplante recente e tardio, e a bidpsia renal € o procedimento
padrdo ouro para o diagnostico das condicbes que podem afetar o enxerto. A RA
caracteriza-se por endotelite/artrite e inflamacdo tubulointersticial. A adocdo da
bidpsia renal para o diagnostico e o seguimento dos episodios de rejeicdo levou a
descricdo da histopatologia da RA e ao surgimento de diferentes abordagens

diagnésticas (15).
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Desde a introducéo da classificacdo de Banff (que tem por objetivo padronizar
as diversas lesdes estruturais do rim transplantado e estabelecer de modo uniforme e
reprodutivel para clinicos e patologistas avaliarem os diferentes graus de severidade
das rejeicOes e de outras lesGes) para as biopsias renais, as categorias diagnosticas
vém sendo constantemente alteradas. Na dltima conferéncia do Banff, em 2007, as
principais alteragdes introduzidas foram a incorporagdo da entidade “rejeicdo humoral
cronica”, o uso da terminologia “rejeicdo mediada por células T” e a recomendacgao de
nao utilizacdo do termo “nefropatia crénica do transplante”, de modo que as
categorias diagnoésticas propostas, além da normalidade, sdo basicamente cinco:
rejeicdo mediada por anticorpos; alteracfes borderline; rejeicdo mediada por células
T, fibrose intersticial e atrofia tubular, sem evidéncias de etiologia especifica e outros
(hipertenséo, toxicidade a drogas, obstrucéo cronica, pielonefrite bacteriana, infeccéo
viral) (1;15).

Em nosso estudo, oito dos vinte e trés pacientes transplantados, foram
submetidos a bidpsias, sendo que dois pacientes tiveram o resultado de bidpsia
normal, trés pacientes com nefrotoxidade medicamentosa aguda, um paciente com
rejeicdo celular e dois pacientes com reincidiva de doenca de base. Dezenove
pacientes utilizaram como esquema de imunossupressao ICN (Tacrolimus),
Micofenolato de Mofetil e Prednisona e quatro pacientes fizeram uso do esquema ICN

(Ciclosporina), Azatioprina e prednisona.

VariacOes inter-individuais ocorrem por sensibilidade a diferentes drogas
imunossupressoras como se manifesta por qualquer rejeicdo ou toxicidade em
pacientes com concentracdo sanguinea da droga dentro do intervalo terapéutico. As
citocinas tem o potencial de influenciar diversas respostas imunes e inflamatorias no

enxerto. A diferenca na produgdo de citocinas entre individuos € intensificada na

presenca de desligamento do antigeno leucocitario humano (HLA) (72).

Experimentos com alotransplantes tém mostrado que, apds a morte cerebral
experimental, os indices de rejeicdo aguda tiveram grande aumento nos receptores
de rins provenientes de doadores com morte cerebral. Efeitos semelhantes foram
observados em outros 6rgéos, tais como pulmé&o e coracdo. Quando os aloenxertos

renais sado tratados com ciclosporina para prevenir rejeicdo aguda, a funcéo renal de
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7

longo prazo €& adversamente afetada pela morte cerebral, comparada com
transplantes singénicos. Assim, o estado da morte cerebral pode também promover o

desenvolvimento de disfuncéo renal cronica de transplante (24).

Polimorfismos de gens de citocinas tém sido extensivamente explorados no
transplante, porque sédo pensados como possiveis explicacdes da heterogeneidade e
dos resultados do enxerto, sendo auxiliares na individualizacdo da imunossupressao.
As variacOes individuais de polimorfismos de genes de citocinas afetam a
suscetibilidade a rejeicdo do enxerto (14). Pawlik et al (27) demonstrou ndo haver
diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo de gendétipos de IL-2 e TNF-a
entre pacientes com funcdo estavel do enxerto e rejeicdo crbnica do enxerto. Os
resultados do estudo sugeriram que a baixa producdo de IL 6 geneticamente
determinada pode ser um fator de risco no desenvolvimento de nefropatia crbnica do

enxerto.

Considerando os resultados encontrados neste estudo, entendemos que 0s
marcadores inflamatorios IL-2, IL-6 e TNF-a, comportar-se-iam como uma opg¢ao no
monitoramento do enxerto renal em longo prazo. Devem-se levar em consideracao as
limitagBes apresentadas do estudo, tendo em vista o numero reduzido de pacientes
estudados, como também, que a observacdo da Cistatina C, IL-2, IL-6 e TNF-a
ocorreu em um curto prazo (180 dias). E, portanto para conclusfes definitivas, novos

estudos deverao ser realizados.
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7. CONCLUSAO

Estudos que possam indicar marcadores de exceléncia com possibilidades de
prever precocemente uma disfuncdo renal, detectando o inicio de uma infiltracdo
leucocitaria renal tem sido alvo de constantes pesquisas, considerando-se ndo estar

bem definido aquele que seria o melhor marcador.

O presente estudo ndo demonstrou correlacdes significativas entre os niveis
séricos de cistatina C, IL-2, IL-6 e TNF-a em pacientes transplantados renais em
seguimento de curto prazo. Além disso, 0s niveis séricos de cistatina C foram muito
semelhantes aos de creatinina, em contraste com o0s outros marcadores inflamatorios

estudados em pacientes biopsiados e nao biopsiados.

Quando comparadas a IL-2, IL-6 e TNF-q, a cistatina C e a creatinina parecem
ser bons preditores de disfuncdo precoce do enxerto em pacientes transplantados e
podem ser usadas para estabelecer acbes que previnam a perda funcional do

enxerto.

Este estudo demonstrou que existe um impacto do transplante renal sobre as

concentracfes dos marcadores inflamatérios estudados.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS}BIOLOGICAS E DA SAUDE
HOSPITAL UNIVERSITARIO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa que ira investigar
através de exames de sangue e urina, realizados no periodo de sua internacdo para a
realizacdo de transplante de rim e seis meses apoés o transplante, com a finalidade de
verificacdo da eficacia da CISTATINA C, como um marcador de funcdo renal em
pacientes transplantados. Esta pesquisa ajudara a saber mais sobre a CISTATINA C
como marcador de funcdo renal em transplantados renais, considerando-se 0s
esquemas triplices de imunossupressao com os medicamentos utilizados.

Titulo da Pesquisa: Eficicia da Cistatina C como marcador de funcéo renal
em pacientes transplantados no Hospital Universitario em sdo Luis —MA

Justificativa / Objetivos

Estudos em pacientes com transplantes estaveis tem indicado que a Cistatina
C distingue um anormal nivel de filtragcdo glomerular, mais sensivelmente que a
creatinina. Sera investigada a importancia de um monitoramento por Cistatina C, em
pacientes aptos ao transplante e transplantados em periodos alternados, como no
pré-transplante, extendendo-se até seis meses do poés transplante e desta forma
avaliar a eficacia da Cistatina C em relacdo aos marcadores tradicionais (creatinina
sérica, clearence de creatinina e taxa de filtracdo glomerular), considerando-se quatro
esquemas de imunossupressao utilizados.

Participacao do voluntario

Vocé se quiser participar dessa pesquisa, sera realizada uma avaliacdo pré-
transplante a partir de seu prontuario, onde serdo analisadas pelo médico as
sorologias, funcdo hepética, funcdo renal, funcdo cardiaca, exames de
imagem,compatibilidade HLA e crossmateh. No ato de sua internacdo para a
realizagdo do transplante e apds o transplante, serdo coletadas amostras de sangue e
urina em seis momentos distintos, sendo a primeira coleta na internagéo e as outras
no 4°, 15°, 30°, 60° e 180° dias.

Vocé vai ter o direito de:

1. Participar dessa pesquisa se quiser

2. Tera a garantia de sigilo, o que assegura a privacidade das informacdes

3. Vocé ndao vai ter nenhum outro material a coletar, além de sangue e urina, que
sera realizada por equipe treinada para esta finalidade
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. Apesar dessa pesquisa incluir coleta de sangue (0 que poderia causar algum
desconforto e urina, tais procedimentos ja fazem parte da rotina dos pacientes
transplantados, para serem avaliados os riscos de rejeicdo do enxerto

. O resultado das analises serd encaminhado para o seu meédico e vocé
recebera explicacdes a respeito destes

. Vocé nao vai gastar nada com essa pesquisa, por que o material seréa coletado
durante a sua permanéncia no hospital e quando vocé vier fazer a avaliacao de
controle

Esta pesquisa vai ajudar vocé, porque nés vamos realizar exames importantes
na avaliacao do indice de filtracdo glomerular do rim que vocé recebeu

. A sua ajuda nessa pesquisa sera muito importante para as pessoas detectarem
mais precocemente quando estiverem com o seu rim comprometido

. Vocé nado sera exposto a situacdes de vexames, tendo toda a liberdade de
recusar sua participacao nesta pesquisa,bem como retirar seu consentimento a
qgualquer momento,sem penalidade ou prejuizo

10.Vocé pode fazer qualquer pergunta que tiver vontade.

Pesquisador responsavel: José de Ribamar Oliveira Lima
Profissdo: Farmacéutico-Bioquimico

Endereco: Residencial Turquésa, n° 29, Anil

Telefone: 32441348 / 99766025

e-mail: Ribamarjr@hotmail.com

Comité de Etica em Pesquisa

Coordenador: Wildoberto Gurgel

Endereco: Rua Baréo de Itapary, 227, Centro
Telefone: 2109-1223

Sao Luis - MA, de de

Assinatura e carimbo do pesquisador responsavel

Assinatura do participante ou responsavel
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO

T R TR e’et'\ca s,
R UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAQ » S,
Ll HOSPITAL UNIVERSITARIO € 2
1 AL I COMITE ETICA EM PESQUISA % a??'
Jwv Binaats It bs{«:l‘ HU-UFMA

PARECER CONSUBSTANCIADO

Parecer N°. 322/ 06

Pesquisador (a) Responsavel: Luiz Alberto Simeoni

Equipe executora: José de Ribamar Oliveira Lima

Tipo de Pesquisa: Doutorado

Registro do CEP: 202/06 Processo N°. 33104-673/2006

Institui¢do onde sera desenvolvido: Hospital Universitario Presidente Dutra- Unidade de Transplante
Grupo: IIT

Situagdo: APROVADO

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitirio da Universidade Federal do
Maranhdo analisou na sessdo do dia 20.10.2006 o processo N°. 33104-673/2006, referente ao projeto de
pesquisa: “Eficacia da cistatina C como marcador de fun¢iio renal, em pacientes transplantados no
Hospital Universitario Presidente Dutra em Sdo Luis-MA”, tendo como pesquisador responsavel Luiz
Alberto Simeoni. cujo objetivo geral ¢ “Analisar se a concentraciio de cistatina C serica pode
funcionar como marcador eficaz do indice de filtracdo Glomerular em pacientes submetidos a
transplante renal no Hospital Universitario de Sdo Luis do Maranhio”. Na metodologia: trata-se de um
estudo descritivo, prospectivo. Assim, mediante a importancia social ¢ cientifica que o projeto apresenta, a
sua aplicabilidade e conformidade com os requisitos éticos, somos de parecer favoravel a realizagdo do
projeto classificando-o como APROVADO., pois 0 mesmo atende aos requisitos fundamentais da Resolugédo
196/96 e suas complementares do Conselho Nacional de Saude/MS.

Lembramos a V.S? que o sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de
retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalidade alguma ¢ sem prejuizo ao seu
cuidado, e deve receber uma copia do TCLE, na integra, por ele assinado. O pesquisador deve desenvolver a
pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado ¢ descontinuar o estudo somente apos analise das razdes
da descontinuidade pelo CEP que o aprovou, aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano
ndo previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos
da pesquisa que requeiram agdo imediata. O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos
relevantes que alterem o curso normal do estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas
adequadas frente a evento adverso ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao
CEP ¢ a ANVISA, quando for o caso, junto com seu posicionamento. Eventuais modificagdes ou emendas ao
protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser
modificada ¢ suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo I ou II apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatorio
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente em 20/10/2007
e ao término do estudo, gravado em CD ROM..

gel Comitd de Efica em Pesquisa
do Hospital Univershtario da UFMA
aprovade em reunido de:

20110 1 0€.

Wildoberio Catista Gu

Ethica homini habitat est

Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhéo
Rua Baréo de Itapary, 227 Centro C.E.P. 65. 020-070 S&o Luis — Maranhéo Tel: (98) 3219-1223

E-mail huufma@huufma.br
ADM-14
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ANEXO B - ARTIGO PUBLICADO NA REVISTA BRASILIA MEDICA:

CYSTATIN C: A MARKER OF RENAL FUNCTION IN TRANSPLANT
PATIENTS

CISTATINA C: UM MARCADOR DE FUNCAO RENAL EM PACIENTES
TRANSPLANTADOS

José de Ribamar Oliveira Lima®; Teresa Cristina Alves Ferreira®; Maria
Inés Gomes de Oliveira®; Natalino Salgado Filho*;

1Doutorando em Ciéncias da Saude pela Universidade de Brasilia

2Doutoranda em Nefrologia pela Universidade Federal de Juiz de Fora

3Mestranda em Ciéncias da Saude pela Universidade Federal do Maranhao

4Doutor em Nefrologia pela UNIFESP

Correspondéncia: José de Ribamar Oliveira Lima

Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo — Servico de
Nefrologia

Rua Barao de Itapary, n° 227, Centro — 65020070, S&o Luis, MA, Brasil,

Telefone 5598-21091284

Fax 55982109-1194

E-mail: ribamarjr@hotmail.com



mailto:ribamarjr@hotmail.com

81

ABSTRACT

Assessment of renal function in patients submitted to kidney transplantation is
of great importance in clinical practice, and the glomerular filtration rate (GFR) is used
as an indicator for this purpose. Measurement of serum creatinine is the most widely
used method for the estimation of GFR. However, the disadvantages of this method
are physiological and analytical influences (e.g., muscle mass, gender, certain
antibiotics, bilirrubin, ketones) with the assay and inadequate sensitivity for the early
detection of small declines in GFR. Cystatin C is a nonglycosylated low molecular
weight (13 kDa) protein of the superfamily of cysteine proteinase inhibitors, which is
constantly produced by all nucleated cells. Due to its low molecular weight, cystatin C
is freely filtered by the renal glomeruli and then almost completely reabsorbed and
metabolized in the proximal tubules without interference from other low molecular
weight proteins, thus permitting its use as a good marker of glomerular filtration. We
present here a review of studies published so far regarding the use of cystatin C as a
promising marker for the assessment of glomerular filtration in renal transplant

patients.

Key words: Cystatin C, kidney transplantation, Glomerular filtration, Marker
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RESUMO

A avaliacdo da funcéo renal em pacientes submetidos a transplante renal é de
grande importancia na pratica clinica, sendo utilizada para este fim como indicador a
medida da taxa de filtracdo glomerular (TFG). A determinacdo da creatinina sérica € o
procedimento mais utilizado para esta avaliacdo, porém apresenta inconvenientes tais
como, interferéncias na dosagem e ndo possuir sensibilidade adequada para detectar
precocemente pequenos declinios na velocidade de filtragdo glomerular. A cistatina C
€ uma proteina nao glicosilada de baixo peso molecular (13KDa), produzida
constantemente em todas as células nucleadas, pertencente a superfamilia das
proteinas inibidoras da cisteina proteinase, livremente filtrada pelos glomérulos renais
devido ao seu baixo peso molecular, sendo a seguir quase que totalmente
reabsorvida e metabolizada nos tabulos proximais, ndo sofrendo influéncia de outras
proteinas de baixo peso molecular, o0 que permite sua utilizacdo como um bom
marcador da filtracdo glomerular. Esta revisdo aborda o uso da cistatina C como
marcador promissor de avaliacdo da filtracdo glomerular em pacientes transplantados

renais, a partir de estudos até o momento realizados nesta populacao

Palavras-chave: Cistatina C, Transplante renal, Filtracdo glomerular, Marcador
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INTRODUCTION

The developed world is suffering from an epidemic of a broad spectrum of
kidney diseases which has only been begun to be understood. The aging of the
population is accompanied by a parallel increase in degenerative chronic diseases,
including chronic kidney disease (CKD). In this respect, renal failure affects only a
minority of the total population with kidney disease, but is the most visible.*?

CKD is defined as the presence of true kidney damage and/or a glomerular
filtration rate (GFR) of 60 mL/min/1.73m? or less for at least 3 months, irrespective of
the underlying etiology of kidney damage.>® Estimation of glomerular filtration (GF) is
an excellent method to assess renal function, and since a reduction in GFR precedes
the occurrence of symptoms related to renal failure. Thus, monitoring changes in GF
permits to estimate the rhythm of renal function loss. In addition, the clinical application
of GF estimation permits to predict the risks of complications of CKD, as well as
adequate dose adjustment in the case of drugs excreted through the kidneys by GF.*

Renal function is generally evaluated by the quantification of a glomerular
marker that should be eliminated or cleared from the organism by the mechanism of
GF. In routine laboratory assessment, urea, serum creatine and creatinine clearance
are used as the main markers of renal function. Urea and creatinine are the most
extensively used and studied endogenous markers for the clinical assessment of GF.
However, the production of these markers is influenced by a series of factors, such as
muscle mass and protein ingestion; in addition, interferences with the creatinine assay
have been reported.>>®°
GF cannot be directly estimated. However, if a substance presents a stable

plasma concentration, is freely filtered by the renal glomeruli, and is not secreted,
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reabsorbed, metabolized or synthesized by the kidney, its filtered concentration is
equal to the amount excreted in urine. An ideal endogenous marker of GFR should
have a constant production rate, be eliminated from the circulation by GF only, be
filtered freely by the glomeruli, and should not be secreted or reabsorbed by the distal
or proximal renal tubules. Measurements of creatinine clearance in 24-hour urine
samples and of serum creatinine have been the methods most widely used over the
past years for the estimation of GF; however, these methods present practical
limitations.”®

Various exogenous substances can also be used to estimate GF. The gold
standard for the assessment of renal function is GFR estimated from the renal
clearance of exogenous markers such as inulin or a labeled radioisotope (e.g., Cr-
EDTA). Inulin, considered to be the gold standard, and Cr-EDTA are markers of GF
whose pharmacokinetic characteristics are close to ideal. However, several practical
considerations have restricted the clinical application of these markers, such as their
intravenous administration, assays that require complex reagents and/or equipment,
and high costs.® Therefore, these methods are only appropriate in highly specialized
experimental studies or clinical trials since they are time consuming, expensive,
require special equipment, and have potentially significant side effects. Furthermore,
both inulin and iothalamate contrast can cause severe complications such as
anaphylactic reactions.’

Urea was the first endogenous substance used for the assessment of renal
function, whose concentration was measured in serum. Urea is the main nitrogenated
product of protein catabolism in humans, accounting for more than 75% of excreted
non-protein nitrogen. The intense tubular processing of urea may lead this marker of

renal function to underestimate GF capacity. Urea presents few of the characteristics
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of an ideal marker, with its production being variable and widely dependent on protein
ingestion. Although 25% of the urea produced is metabolized in the intestine, the
resulting ammonia is reconverted into urea. Thus, most urea is finally excreted by the
kidneys. Due to its small molecular weight, urea is freely filtered by the glomeruli.
However, urea can be reabsorbed and the amount of tubular resorption is
variable.>>1°

Although creatinine is the marker most frequently employed for the assessment
of GF, its use is associated with a number of problems, particularly in children. The
production of creatinine is related to muscle mass. As a consequence, serum
creatinine levels may vary with growth irrespective of changes in GFR. In addition,
tubular secretion of creatinine proportionally increases with decreasing GFR.
Therefore, measurement of creatinine clearance may result in the overestimation of
GFR. The use of serum creatinine for the assessment of GF is limited because this
variable is affected by GF-independent factors such as age, gender, race, body
surface area, diet, drugs, and differences in laboratory methods, as well as 24-hour
urine collection due to sampling errors and daily variations in creatinine
excretion.”>*'? Therefore, the National Kidney Foundation (NKF) has published
guidelines for laboratories recommending the information of GFR based on serum
creatinine, age, gender and race, and eliminating the use of 24-hour urine collection
for the estimation of GFR. According to the NKF, the measurement of creatinine alone
is not the most accurate method to estimate the degree of renal function and
equations taking into account factors other than serum creatinine are necessary.>*%*3
Serum creatinine is commonly used as a marker of GF. However, it does not

precisely reflect GF, especially in renal transplant recipients. In addition, physical

activity, muscle mass, protein passage and tubular secretion influence the
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concentration of serum creatinine. Similarly, the Cockcroft-Gault formula based on
creatinine does not resolve this disadvantage and, therefore, alternative approaches
have been tested to increase the accuracy of GFR estimation. Recently, the so-called
Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) population study has established a
formula based on four parameters, which was found to be an excellent equation for the
estimation of GFR. Therefore, the NKF has proposed this equation for the
classification of CKD.* However, these equations were mainly developed and tested
in CKD patients under conservative treatment, with few studies determining the validity
of these equations in other groups of patients such as renal transplant recipients.*>®

Serum cystatin C has recently been introduced as a new marker for the

estimation of GFR and has shown a higher diagnostic value than serum creatinine in

the detection of a reduced GFR.

History of cystatin C

Cystatin C was discovered in 1961 as gamma-trace in an electrophoretic band
of cerebrospinal fluid and was also identified in urine in the same year. The first
immunoassay for the quantification of cystatin C was developed by Lofberg and Grubb
in 1979. This assay was a lengthy competitive immunoradiometric assay with a
detection limit of 30 pug/L, which was more than sufficient to detect cystatin C in serum
of healthy subjects and to permit studies of cystatin C reference values. In 1985, the
strong inverse correlation of serum cystatin C with glomerular function was

demonstrated for the first time.>*"*®

Physiology
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Cystatin C is a member of the superfamily of cysteine protease inhibitors and is
considered to be the most important physiological inhibitor of endogenous cysteine
proteases. Cystatin C is a low molecular weight (13 kDa) protein constantly produced
by nucleated cells, which is freely filtered by the glomeruli and reabsorbed and
catabolized, but not secreted, by renal tubules. In the presence of normal renal
function, tubular resorption and catabolism of cystatin C are almost complete and the
protein is only detected in small amounts in urine. In healthy subjects, urinary cystatin
C measured by radial immunodiffusion is less than 0.30 mg/L. Increased urinary
cystatin C levels were noted especially in renal disorders such as tubular damage
associated with Chinese herbs, HIV-induced nephropathy and acute interstitial
nephritis. Cystatin C does not suffer interference from other low molecular weight
proteins such as retinol-binding protein and beta(2)-microglobulin, which are also used
for the assessment of GF capacity during severe malnutrition and inflammatory and

infectious processes.3819:20.21.22

Methods for the measurement of cystatin C

Although the first studies regarding cystatin C date back to 1985, an adequate
technique for the automatic measurement of cystatin C was only introduced in 1994
after various attempts at standardization. This assay was the result of the
simultaneous development of two immunofluorescence techniques using latex
particles (PETIA, particle-enhanced turbidimetric immunoassay). These two assays,
which used the same antibody and calibrator but different particles, yielded extremely
concordant results. This assay was soon followed by the development of a particle-

enhanced nephelometric immunoassay (PENIA) using the Behring nephelometric
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systems. PENIA and PETIA provided the basis for four commercially available
techniques for the determination of cystatin C.2%

Most clinical assessments are performed using these two automated
immunonephelometric and immunoturbidimetric assays, which are both very rapid and
sensitive and can and should be included in the routine of clinical laboratories that
attend all types of patients, especially children. Cystatin C can be measured in small
volumes (25 pL) of either serum or plasma. This test does not suffer interference from
the yellow pigment found in sera of highly jaundiced patients. However, cystatin C is
influenced by intense lipemia and hemolysis.?? PENIA is performed with the Siemens
BN I nephelometer, which requires 80 pL of a plasma sample. The duration of the
assay is 6 minutes and the intra- and interassay coefficients of variation are 1.8 and
1.1%, respectively.® In a meta-analysis, Dharnidharka et al®® found that the
immunonephelometric assay is superior to the turbidimetric assay for the analysis of
cystatin C, with the observation of higher correlation coefficients in studies using the
immunonephelometric assay (14 studies) compared to other techniques (21 studies).

PENIA produces slightly lower reference values than PETIA, but there is still no
consensus. Comparisons between the results of different studies are difficult because
of the use of different analytical methods, calibration, antisera and variations in patient
age. One advantage of the Dako PETIA is that the assay can be performed with any
automated spectrophotometer or clinical analyzer, whereas PENIA was only
developed for analyzers from the same manufacturer. There is agreement between
various authors that reference values can be the same for men and women, although
some investigators have described higher reference values for males.*®

A differentiation between ages has been suggested, but there is still no

consensus for a cut-off (50 or 65 years) since cystatin C concentration increases with
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age, whereas GF decreases in parallel. Previous studies have reported that renal
volume decreases from 20 to 30% in the fourth decade of life to 40% in the eighth
decade.® Galteau et al proposed a low reference range (0.63 to 1.03 mg/L) for subjects
older than 60 years. Finney et al, studying 398 subjects ranging in age from 65 to 101
years, suggested markedly higher reference limits (0.93 to 2.68 mg/L) for the group

aged 60 to 79 years, and a range of 1.07 to 3.35 mg/L for the group aged 80 years?*.

Cystatin C concentration and renal function in transplant patients

In renal transplant patients, early detection of impaired kidney function is critical
so that efforts to prevent further deterioration of graft function or rejection can be
instituted. Because serum creatinine has a smaller intra-individual variability than
cystatin C, it is postulated that serum creatinine will more reliably detect small changes
in GFR and therefore will be better able to identify those at risk of acute transplant
rejection®>.

From their preliminary study of renal transplant patients, Le Bricon et al.
however found that cystatin C was more sensitive than serum creatinine for detecting
decreases in GFR and delayed graft function, with the potential for more timely
intervention?®. Follow-up studies have found GFR over-estimation of 30% and 40% by
plasma creatinine and 24-hour creatinine clearance respectively.77 Even though
cystatin C underestimated GFR by 14% it was still more sensitive in detecting impaired
renal function (GFR cut-off <80 mL/min/1.73 m2) than serum creatinine and creatinine
clearance, with no false-negative results®’.

11
|

Krieser et al™~ studied 19 pediatric renal transplant recipients (15 boys and 4

girls) ranging in age from 8.35 to 19.06 years ( median of 13.52 years) over a period of
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18 months. 99mTc-DPTA GFR measurement were simultaneously compared with
measurements of cystatin C and serum creatinine. The correlation coefficients for the
relationship of creatinine to 99mTc-DPTA GFR and of cystatin C to 99mTc-DPTA GFR
were 0.64 and 0.58, respectively. The authors concluded that there was no significant
difference between serum cystatin C and serum creatinine and that, due to the higher
cost of cystatin C measurement compared to creatinine, the former offers no
advantage in the monitoring of renal function in pediatric renal transplant recipients.

Visvardis et al®®

evaluated 18 transplant patients ranging in age from 31 to 67 years
with stable renal function in the 6th postoperative month and without changes in the
immunosuppressor regimen. Cystatin C, creatinine and GF estimated by creatinine
clearance, the Cockcroft-Gault formula and the MDRD equation were measured.
Cystatin C was significantly correlated with creatinine clearance (r = -0.768),
Cockcroft-Gault (r = 0.854), serum creatinine (r = 0.629) and MDRD (r = 0.604).
According to Leach et al®® who studied 21 renal transplant recipients (16 men and 5
women) ranging in age from 21 to 71 years (mean of 51 years) over a period of 5
years, serum cystatin C is a promising marker of GFR during renal transplant follow-
up, with this marker more rapidly detecting immediate post-transplant complications
than serum creatinine. However, the authors pointed out the small number of patients
included, with further studies being necessary to confirm whether cystatin C levels
predict graft complications and their relationship with other factors.

The study by Akbas et al*® evaluated 75 stable renal transplant patients with a
mean age of 34 £ 10.23 years. Serum cystatin C, beta(2)-microglobulin and creatinine
concentrations were determined in individual blood samples and creatinine clearance

was measured in 24-hour urine samples. Cystatin C and beta(2)-microglobulin were

significantly correlated with creatinine (r = 0.648, P < 0.05 and r = 0.578, P < 0.05,
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respectively). Inverse creatinine was superior to cystatin C and beta(2)-microglobulin
when renal function equations were used (r = 0.95, P < 0.05, according to MDRD; r =
0.87, P = 0.05, according to Cockcroft-Gault). The authors concluded that serum
creatinine is a more effective marker than serum cystatin C for the assessment of
renal function. Kocak et al*! evaluated the impact of cystatin C, creatinine, C-reactive
protein and amyloid A as markers of the degree of renal function on the third and
seventh day after transplantation in 35 renal transplant recipients (21 men and 14
women). Serum cystatin C and creatinine levels on the third and seventh post-
transplant days were lower than pretransplant values (P < 0.001). However, no
significant differences in cystatin C or creatinine levels were observed between the
third and seventh day after transplantation. The creatinine/cystatin C ratio was
reduced on the third day of the post-transplant period and continued to decline on the
seventh day. This ratio was high in only one patient who presented an acute rejection
episode. The study showed that cystatin C was superior to creatinine on the third day
of the post-transplant period. However, no apparent difference in cystatin C distribution
was observed at the end of the first week, with a sensitivity of 0.489 estimated by a
nonparametric curve.

In a cohort study, Christensson et al®® evaluated the diagnostic accuracy of
serum cystatin C measurements compared to enzymatic creatinine measurements as
serum markers of GFR (established from iohexol clearance) in 125 stable renal
transplant patients and patients in the early postoperative phase with stable graft
function. Serum cystatin C showed a significantly closer correlation with iohexol
clearance (r = 0.89 or 79% covariance) than serum creatinine (r = 0.81 or 66%

covariance) (P = 0.033).
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White et al** estimated GFR in 117 adult renal transplant recipients. GFR was
measured by 99mTc-DTPA and the bias, precision and accuracy of each equation
were determined. Mean 99TmTc using four equations (Filler, Le Bricon, Larson, and
Hoek) that are based on serum cystatin C concentration and seven equations that are
based on serum creatinine -DTPA GFR was 58 + 23 mL/min/1.73m?. The Filler and Le
Bricon equations based on cystatin C presented the smallest variation (1.7 and 3.8
mL/min/1.73 m?, respectively) and the highest precision (11.4 and 11.8 mL/min/1.73
m?) and accuracy (87 and 89% in 30% of GFR measurements). The cystatin C-based
equations continued to be accurate even when GFR was >60 ml/min/1.73 m?. The
creatinine-based equations were not as accurate, with only 53 to 80% of estimates in
30% of GFR measurements. The authors concluded that cystatin C-based equations
are more accurate in predicting GFR in renal transplant recipients than traditional
creatinine-based equations and that further studies are necessary to determine
whether cystatin C-based estimates of GFR will be sufficiently accurate to monitor
long-term graft function.

Le Bricon et al?® evaluated renal function in 30 adult renal transplant recipients
and 56 healthy controls using cystatin C. Cystatin C was determined daily starting on
the day of surgery and for 3 weeks after surgery by an immunonephelometric assay.
The results showed that plasma cystatin concentration was significantly reduced
during the first week (-44% vs -29% for creatinine). Cystatin C was correlated with
plasma creatinine (r = 0.741, P < 0.001) and the reciprocal of creatinine clearance
estimated by the Cockcroft-Gault formula (r = 0.882, P < 0.001). In all three cases of
acute renal failure, the increase in plasma cystatin C levels was more prominent than

creatinemia, with the authors concluding that cystatin C is an alternative and an
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accurate marker of graft function in renal transplant recipients which is more sensitive
than creatinine in the detection of acute reduction in GFR.

To overcome the disadvantages of serum creatinine, two strategies have been
proposed to identify patients with reduced GFR. On the one hand, the MDRD equation
is now recommended for the classification of the stage of CKD and, on the other,
cystatin C has been investigated in numerous studies and has shown a higher
sensitivity than creatinine in the detection of a reduction in GFR. Poge et al*
compared the two strategies in patients after transplantation. A total of 105
consecutive renal transplant recipients were submitted to Tc99m-DTPA clearance
measurement. Simultaneously, MDRD estimates were calculated and serum cystatin
C levels were determined. The linear regression curve was analyzed at different
decision points from 20 to 70 ml/min/1.73 m?. The study concluded that the MDRD
eqguation is equivalent to cystatin C measurement in renal transplant recipients. Since
the feasibility of MDRD is superior to that of cystatin C, the authors recommended the
use of the MDRD equation for the estimation of GFR. However, cystatin C may serve
as a confirmation test of overestimated MDRD in patients with good graft function
because of its superior accuracy in these patients. Zahran et al*? compared the
performance of serum cystatin C and cystatin C-based GFR versus serum creatinine

and creatinine-based GFR between 14 studies on renal transplant patients, with 70%

of the studies showing superiority of cystatin C over serum creatinine.

Final comment

Most studies analyzed in this review showed that serum quantification of

cystatin C is a satisfactory and promising method for the evaluation of renal function in
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renal transplant patients, especially during the immediate post-transplant period.
Cystatin C was found to be superior when compared to serum creatinine, presenting a
higher sensitivity in the detection of an acute reduction in GF and thus permitting the
early identification of alterations in graft function. In addition, cystatin C is a useful tool
for the detection of eventual immunological and non-immunological processes in the
transplant population. However, controlled prospective studies involving a larger

number of renal transplant patients are necessary to confirm this indication.
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Resumo

OBJETIVO: O transplante renal € a melhor opg¢do para pacientes renais
cronicos em estagio terminal. Este estudo avaliou o perfil da cistatina C (CysC),
interleucina 2 (IL-2), IL-6, e fator de necrose tumoral alfa (TNF- a) como marcadores
inflamatérios em 23 transplantados renais de doador vivo. METODOS: Estudo
descritivo, analitico e prospectivo conduzido entre 01 de janeiro (2007) e 30 de junho
(2008) em 23 transplantados renais de doador vivo. Os biomarcadores foram
avaliados no pré-, com 30 e 180 dias do pos-transplante. RESULTADOS: A média de
idade foi de 34.3 anos (+11.7), 52% do sexo feminino e 61% de negros. Diferenca
significativa foi encontrada na CysC e creatinina no pré- e com 30 dias do poés-
transplante (p<0.0001) e no pré- e com 180 dias do poés-transplante (p<0.0001).
Houve uma diferenca significante na IL-2, entre 30 and 180 dias do pos-transplante
(p=0.0418) e no TNF- a entre o pré- e com 30 dias do pos-transplante (p=0.0001). Foi
observada uma correlacédo negativa entre CysC e TNF- a no pré-transplante, e entre
CysC e IL-6 com 180 dias do poés-transplante. Em pacientes biopsiados houve uma
diferenca significante na creatinina e na CysC com 30 e 180 dias do pos-transplante.
CONCLUSOES: Em seguimento a curto prazo, ndo houve correlacdo significante
entre os niveis de CysC, IL-2, IL-6 e TNF- a em transplantados renais. Em pacientes
biopsiados e ndo biopsiados, os niveis de CysC foram muito similares aos da
creatinina, ao contrario de outros marcadores inflamatérios. Demais estudos s&o

importantes para avaliar o perfil destes marcadores a longo prazo.

Palavras-chave: Cistatina C; Creatinina; Marcadores Bioldgicos; Rejeicdo de Enxerto;

Transplante de Rim
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Abstract

BACKGROUND: Kidney transplantation is the best option for patients with end-
stage renal disease. This study evaluated the profile of cystatin C (CysC), interleukin
2 (IL-2), IL-6, and tumor necrosis factor alpha (TNF- a) as inflammatory markers in 23
living donor kidney transplant recipients. METHODS: A descriptive, analytical and
prospective study was conducted between January 1, 2007 and June 30, 2008 on 23
living donor kidney transplant recipients. The biomarkers were evaluated before and
30 and 180 days after transplantation. RESULTS: The mean age of the patients was
34.3 years (£11.7), females (52%) and blacks (61%). Significant difference was found
in cystatin C and creatinine before and 30 days after transplantation (p < 0.0001) and
before and 180 days after transplantation (p < 0.0001). There was a significant
difference in IL-2 between 30 and 180 days post-transplant (p = 0.0418) and in TNF-
&#945; between pre-transplant and 30 days post-transplant (p = 0.0001). A negative
correlation was observed between cystatin C and TNF- a at pre-transplant and
between cystatin C and IL-6 at 180 days post-transplant. Comparison of biopsied and
non-biopsied patients showed a significant difference in creatinine and cystatin C at
30 and 180 days post-transplant in biopsied patients. CONCLUSION: Our results
showed no significant correlations between CysC, IL-2, IL-6 and TNF- a levels in
kidney transplant recipients at short-term follow-up. Moreover, CysC levels were very
similar to creatinine levels in contrast to other inflammatory markers studied in
biopsied and non-biopsied patients. Further studies are important to evaluate the

long-term profile of these markers.

Keywords: Cystatin C; Creatinine; Biological Markers; Graft Rejection; Kidney

Transplantation
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INTRODUCTION

A kidney transplant is the best therapeutic and rehabilitation option for patients
with end-stage renal disease (ESRD) since it provides a better quality of life and life
expectancy to the patient when than dialysis. However, chronic graft dysfunction is an
important cause of renal graft loss and the treatment of this condition is honspecific in
view of its multifactorial etiology. In this setting, for the management of kidney
transplant recipients, it is essential to avoid or delay the progression of chronic graft
dysfunction by means of its prevention and an early diagnosis.*

Ischemia-reperfusion injury, which occurs during the removal and implantation
of the renal graft, involves immunological and non-immunological mechanisms
associated with inflammation, whose mediators include complement, procoagulant
factors, cytokines, and fibrinolytic agents.? Acute inflammation is the response of
tissue to injury and is characterized by an increase in blood flow and vascular
permeability as a result of the accumulation of fluids, leukocytes and inflammatory
mediators such as cytokines. During the chronic phase, inflammation is characterized
by the development of a humoral and cellular immune response.®

Acute renal graft rejection is a common event during the early and late post-
transplant period and a kidney biopsy is the gold standard for its diagnosis. Acute
rejection is characterized by endothelitis/arteritis and tubulointerstitial inflammation.*
Evidence suggests that persistent inflammation and oxidative stress (the formation of
reactive oxygen species) start early during the process of renal function decline.
Recently there has been interest in the potential value of pretransplant inflammatory
markers as predictors of acute rejection and graft loss in adult kidney transplant
patients.>®

Inflammation directly associated with atherosclerosis may influence graft loss
and cardiovascular disease. Several studies have demonstrated that inflammatory
markers such as interleukin 2 (IL-2), IL-6 and tumor necrosis factor alpha (TNF-a) are
associated with episodes of acute rejection. However, these markers have not always
been useful in distinguishing between rejection and infection or tubular damage. In
addition, cystatin C, which is known to be a sensitive marker of small reductions in
renal function,” has shown linear associations with inflammatory markers, also

suggesting adverse physiopathological consequences.®*°
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More detailed studies investigating markers that could be used for the early and
noninvasive evaluation of renal damage are necessary. Therefore, the objective of the
present study was to evaluate the short-term profile of cystatin C, IL-2, IL-6 and TNF-a
in kidney transplant recipients and the potential role of them as predictors of early
renal graft dysfunction.

MATERIALS AND METHODS

A descriptive, analytical and prospective study was conducted between January
1, 2007 and June 30, 2008 on 23 kidney transplant patients seen at the transplant unit
of the University Hospital of Federal University of Maranhdo (HUUFMA). Patients
ranging in age from 18 to 60 years who received a kidney transplant from a living
donor and who signed the free informed consent form were included in the study. The
hospitalized patients were prepared for transplantation by the medical team, with the
evaluation of serology, hepatic, renal and cardiac function, imaging exams, HLA
compatibility, and crossmatching. The following triple immunosuppression schemes
were used: 1) tacrolimus, mycophenolate mofetil, and prednisone; 2) cyclosporin,
azathioprine, and prednisone.

After the selection procedures and admission of the patients for transplantation,
data collection was started by signing the free informed consent form and subsequent
application of a clinical-laboratory questionnaire. The biomarkers studied were
measured before and 30 and 180 days after kidney transplantation. Blood was
collected individually at the transplant unit by specialized technicians and the samples
were identified, properly stored, and sent for laboratory analysis. The biomarkers were
compared between patients submitted to graft biopsy and those not submitted to this
procedure.

Cystatin C was measured in serum samples by nephelometry using the BN I
ProSpec equipment and reagents (Siemens) according to manufacturer instructions.
Serum samples were obtained by coagulation and centrifugation of whole blood at
3500 rpm for 15 min. Serum levels of IL-2, IL-6 and TNF-a were measured using
human TiterZyme enzyme immunoassay (EIA) kits. The reference values provided by
the manufacturer were adopted: 2.0 pg/mL for IL-2, up to 6.01 pg/mL for IL-6, and up
to 8.43 pg/mL for TNF-a.
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The quantitative variables are reported as the mean and standard deviation or
median, and qualitative variables are expressed as frequency and percentage. The
Shapiro-Wilk test was used to determine whether the quantitative variables showed a
normal distribution. Since the variables were not normally distributed, Friedman's test
was used to compare the markers between the different time points. Spearman's
correlation coefficient was calculated to determine which markers were correlated with
cystatin C. A level of significance of 5% was adopted. Statistical analysis was
performed using the STATA 9.0 program. The study was approved by the Ethics
Committee of the University Hospital of Universidade Federal do Maranh&o (protocol
322/6).

RESULTS

The mean age of the patients was 34.3 years (x 11.7). There was a
predominance of females (52%) and blacks (61%). The mean weight and height of the
patients, diastolic and systolic blood pressure and hemoglobin, albumin, phosphorus
and creatinine levels, as well as underlying diseases, are shown in Table 1.

Comparison of the biomarkers between the different sampling times showed a
significant difference in plasma creatinine and cystatin C between admission and 30
days post-transplant (p < 0.0001), and between admission and 180 days post-
transplant (p < 0.0001). On the other hand, a significant difference in IL-2 was only
observed between 30 and 180 days post-transplant (p = 0.0418) and in TNF-a
between admission and 30 days post-transplant (p = 0.0001), whereas there was no
significant difference in IL-6 (Table 2).

Analysis of the correlation between cystatin C and the other markers by
Spearman's test showed a significant negative correlation between cystatin C and
TNF-a at admission (r = -0.44) and between cystatin C and IL-6 at 180 days post-
transplant (r = -0.38).

A graft biopsy was obtained from eight of the 23 patients because of elevated
serum levels of creatinine in six and elevated proteinuria in two. A normal result was
obtained in two patients, three presented acute drug nephrotoxicity, recurrence of the
underlying disease was observed in two, and one patient had a confirmatory result of

cell rejection. The immunosuppression scheme used was tacrolimus, mycophenolate
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mofetil and prednisone in 19 patients, and cyclosporin, azathioprine and prednisone in
four.

The mean plasma concentrations of the biomarkers were compared at
admission and 30 and 180 days post-transplant between biopsied (n = 8) and non-
biopsied (n = 15) patients. A significant difference was only observed for serum
creatinine and cystatin C at 30 days post-transplant (p = 0.0040 vs p = 0.0417) and
180 days post-transplant (p = 0.0077 vs p = 0.0137) (Table 3). No significant
differences were observed in pretransplant serum levels of cystatin C, IL-2, IL-6 or
TNF-a between biopsied (n=8) and non-biopsied patients (n=15).

DISCUSSION

The a mean age of the patients studied was 34.3 years (£ 11.7), in agreement
with the literature.>***3 Bohler et al.** investigated cofactors that potentially influence
the expression of immunological biomarkers, exploring the proliferation and activation
of T cells (expression of CD25 and CD17) and the production of cytokines by
lymphocytes (IL-2 and TNF-a) in healthy volunteers, dialysis patients and stable
kidney transplant patients receiving standard immunosuppressive therapy. The
authors observed a positive correlation between age and TNF-a expression in all three
populations. In contrast, the expression of IL-2 was positively correlated with age only
in healthy volunteers and kidney transplant patients, indicating that age exerts diverse
effects on the adaptive immune system, which modulates the immunogenicity of donor
organs in terms of the capacity of the recipient to reject the organ. The same authors
also demonstrated a reduction of T cell function in kidney transplant patients when
compared to healthy volunteers and dialysis patients, as we all as an increase of IL-2
expression in dialysis patients when compared to healthy volunteers. Similarly, Fijter et
al.’® showed that kidneys from elderly donors provoke an increase in immunogenicity
associated with a higher susceptibility to graft loss due to rejection of the transplant
and chronic graft nephropathy.

According to Rostaing et al.,*®

the dialysis membrane may eventually stimulate
T cells and different dialysis membranes have different abilities to stimulate the
expression of IL-2. In contrast, van Riemsdijk-Van Overbeeke et al.'” found that the

expression of IL-2 and IL-2 receptor on T cells is unaffected in dialysis patients.
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However, elevated IL-2 levels after dialysis were observed in the present study, in

agreement with the findings of Rostaing et al.®

The induction of the proinflammatory

cytokine IL-2 during dialysis might be unfavorable for the short-term outcome after

kidney transplantation since it sensitizes the recipient's immune system to the graft.**
In the present study, patients originating from hemodialysis presented elevated

.,8 in terms

serum levels of IL-2, IL-6 and TNF-a. These results agree with Rysz et a
of serum IL-6 and TNF-a levels but not IL-2. Rysz et al.*® studied patients on regular
hemodialysis therapy at different times (20, 60 and 240 min) of a single session in
order to compare the serum levels of a panel of inflammatory cytokines (IL-18, IL-2, IL-
6, IL-8, and TNF-a) with C-reactive protein (CRP) using healthy subjects as controls.
The authors observed a higher CRP concentration in hemodialysis patients when
compared to healthy controls. The concentrations of IL-1f3, IL-6, IL-8 and TNF-a were
increased, whereas serum IL-2 levels remained unchanged during the hemodialysis
session.

In the present study, the concentration of all biomarkers was increased during
the pretransplant period and decreased markedly after transplantation. This fact
indicates that a kidney transplant has an important impact on these markers, which is
more pronounced in the case of some markers and less pronounced in the case of
others. One interesting finding was the gradual decline in IL-2 levels at 30 and 180
days post-transplant, which was not observed for IL-6 and TNF-a whose levels were
found to be reduced at 30 days and increased at 180 days post-transplant.

The present results showed a nonsignificant reduction in serum IL-6 levels, with
levels above normal, at 30 days post-transplant and higher levels at 6 months post-
transplant. These findings disagree with Simmons et al.,'® but are similar when
compared to the reduced serum levels of TNF-a at 30 days post-transplant. Simmons
et al.® studied 19 patients undergoing living donor kidney transplantation at different
time points: 1 week before transplantation and 1 week and 2 months after
transplantation. The following biomarkers of inflammation and oxidative stress were
assayed: CRP, IL-6, IL-10, TNF-a, protein-associated carbonyl content, and F;
isoprostanes. The authors observed that pretransplant levels of the proinflammatory
proteins IL-6, TNF-a and CRP, as well as the oxidative stress markers plasma protein
carbonyl and F, isoprostanes, were significantly elevated when compared to control. In

addition, there was a rapid and significant decline in all of these biomarkers after
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transplantation that persisted for 2 months, indicating the restoration of renal function
characterized by a reduction of chronic inflammation and oxidative stress associated
with uremia.

Cueto-Manzano et al.” compared serum levels of CRP, IL-6 and TNF-a in 37
patients before and after kidney transplantation. CRP levels tended to be higher in
recipients than in donors but this difference was not statistically significant, with the
observation of a significant reduction of CRP concentration in recipients immediately
after transplantation. Pretransplant serum levels of TNF-a and IL-6 were significantly
higher in recipients than in donors. After an initial reduction at 6 months post-
transplant, TNF-a and IL-6 levels increased even further in recipients at 12 and 18
months. In contrast to the results reported by Cueto-Manzano et al.,® the present study
found no reduction of TNF-a or IL-6 levels in recipients but rather an increase of these
markers at 6 months post-transplant.

Comparison of serum creatinine and cystatin C levels between the different
sampling times showed a significant reduction in the two markers between admission
and 30 days post-transplant (p < 0.0001) and between admission and 180 days post-
transplant (p < 0.0001), in agreement with the literature.?>?? This similarity in the
creatinine and cystatin C profiles calls attention because mean creatinine levels tend
to increase (1.6 mg/dL) in the sixth post-transplant month when compared to 30 days
post-transplant (1.5 mg/dL), whereas the opposite is observed for cystatin C (1.6
mg/dL at 30 days post-transplant and 1.39 mg/dL at 180 days). In the study of Harada

|.23

et al.“°, one of the risk factors associated with graft loss was renal function in the sixth

post-transplant month evaluated based on creatinine using a level > 1.5 mg/dL as the

criterion cut-off. In a immediate post-transplant Geramizadeh et al.?*

studing sixty renal
transplant recipients showed que during the five 5 days, following transplantation there
are a progressive decline in a serum creatinine levels, but de levels no decrease of
serum cystatin, probably affected by the steroid dose, suggesting that during the firt
week , after transplantation, serum creatinine is still a good marker to assess the renal
function and the level of serum cystatin is dependent on high steroid dose in the first
week post renal transplantation and should be used as a marker of renal function
afterwards,

Karczewski et al.*’, studying 44 kidney transplant patients with and without

rejection, evaluated serum concentrations of IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y, and TNF-a
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in samples collected one day before and 2, 7, 14 and 30 days after transplantation.
Eleven of these patients developed episodes of acute rejection, which were associated
with higher pretransplant serum levels of IFN-y and IL-10. No significant difference in
plasma levels of IL-2, IL-4, IL-5 or TNF-a were observed between the two groups.

Similar to the study of Karczewski et al.,*°

no significant difference in serum IL-2
or TNF-a levels was observed at admission and at 30 days post-transplant between
biopsied and non-biopsied patients. However, only 4% (1/23) of the patients presented
graft rejection, whereas this prevalence was 25% (11/44) in the study of Karczewski et
al.’?

Ozdemir et al.*? also studied the demographic, clinical and laboratory data of
141 kidney transplant recipients over a period of 5 years. The patients were divided
into three groups based on serum CRP concentration: normal, intermittently high and
consistently high. Renal graft survival rates were 90%, 72.6% and 11.1% in these
groups, respectively. In addition, Cox regression analysis revealed that acute rejection,
advanced recipient age and consistently high serum concentrations of CRP were
associated with an elevated risk of renal graft loss. Intermittent elevations in serum
CRP levels were not associated with an increased risk of graft loss. The authors
concluded that consistently high post-transplant concentrations of CRP have a high
negative predictive value for graft survival. According to the authors, kidney transplant
recipients presenting an ongoing inflammatory process during the 5-year post-
transplant period require additional efforts to control inflammation and to prolong graft
survival. These considerations suggest the long-term investigation of other
inflammatory markers which, if also consistently elevated, may compromise renal graft
survival.

Recent studies demonstrate that novel kidney markers such as cystatin C,
interleukin-18, kidney injury molecule 1, and neutrophil gelatinase-associated lipocalin
serve as more accurate markers for acute kidney injury as compared with the more
traditional marker, creatinine. Each individual kidney marker possesses its own
strengths and weaknesses in determining the onset and severity of acute kidney
injury. However, in combination, a panel of kidney markers may serve as powerful
tools in diagnosing kidney injury with high accuracy®.

Some limitations of the present study should be mentioned. The inclusion

criteria did not permit to obtain a larger sample of patients. Serum samples were not
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obtained from donors at transplantation. Inflammation markers (cystatin C, IL-2, IL-6,
and TNF-a) were investigated over a short period of time (180 days) and not during

episodes of graft dysfunction.

CONCLUSIONS

Numerous studies are investigating markers of early renal graft dysfunction that
would be able to detect the onset of renal leukocyte infiltration since the best marker
has yet to be defined. The current study showed no significant correlations between
CysC, IL-2, IL-6 and TNF-a serum levels in kidney transplant recipients at short-term
follow-up. Moreover, CysC levels were very similar to creatinine levels in contrast to
other inflammatory markers studied in biopsied and non-biopsied patients. When
compared to the other inflammatory biomarkers, serum creatinine and cystatin C seem
to be good predictors of early graft dysfunction in transplant patients and can be used
to establish actions that prevent functional loss of the graft. Our results showed an
impact of kidney transplant on the concentrations of the inflammatory markers studied,
with IL-2, IL-6 and TNF-a representing an option for the long-term monitoring of renal
grafts. However, further studies evaluating pre- and post-transplant inflammatory

markers are necessary to confirm the findings of the present study.
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TABLE 1 - Demographic and clinical characteristics at admission of the

kidney transplant population studied (n =23).

Variable

Age (years)

Gender

Male/female (%)

Race

Non-white/white (%)

Weight (kg)
Height (cm)

Diastolic pressure (mmHg)
Systolic pressure (mmHQ)
Hemoglobin (g/dL)
Albumin (mg/dL)
Phosphorus (mg/dL)
Creatinine (mg/dL)

Underlying disease

Non-glomerular/glomerular (%)

34.3+11.7

12/11 (52/48)

14/9(61/39)
55.2 + 14
158 + 0.1
133 +21.6
88 + 15.6
11.7+1.9
4.1+05
6.2+ 1.7
8.9+4.1

12/11 (52/48)

TABLE 2 - Mean and standard deviation of the biomarkers at admission

and 30 and 180 days after transplantation.

Sampling time

Biomarkers
Admission 30 days 180 days p
Creatinine (mg/dL) 8.97 +4.1 1.5+1.2 1.6 +0.7 <0.0001%
Cystatin C (mg/dL) 6.59+1.4 1.6 +0.85 1.39+£0.72 <0.0001%
IL-2 (pg/mL) 13.47+29.1 87+190 493+7.8 0.0418°
IL- 6 (pg/mL) 29.87 £51.7 2450+50.7 50.61+130.8 0.7457
TNF-a (pg/mL) 13.4+ 7.2 4.96 + 3.5 10.35 + 13.1 0.0001°

? Significant difference (at the 5% level) between admission and 30 days post-transplant and

between admission and 180 days post-transplant. b Significant difference (at the 5% level) between 30

and 180 days post-transplant. ¢ Significant difference (at the 5% level) between admission and 30 days

post-transplant.
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TABLE 3 - Mean and standard deviation of the biomarkers in biopsied (n=8) and

non-biopsied patients (n=15) 30 and 180 days after transplantation.

30 days after tansplantation

180 days after transplantation

Biopsied Non-biopsied
Creatinine 229+49 1.12+0.3
Cystatin C 211+1.2 1.32+0.3
IL-2 15.68+32.1 497+24
IL-6 34.72+63.9 19.05+43.7
TNF-a 596 +4.5 441 +2.8

p
0.0040*
0.0417*
0.5444
0.6055
0.8399

Biopsied Non-biopsied
21+09 1.3+0.3
1.83+1.0 1.15+0.2
8.42+13.0 3.07+£0.3
91.21 + 208.5 28.95+ 60.8
16.05 £ 21.0 7.30+£45

p
0.0077*
0.0137*
0.5212
0.9484
0.8461

* Significant at the 5% level.



