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RESUMO

Microangiopatia trombotica (MAT) € uma patologia caracterizada pela formacéao
de trombos na microvasculatura e anemia hemolitica microangiopatica. E rara na
populacdo em geral sendo mais comum apdés transplante renal e tem impacto negativo
na sobrevida do enxerto. Fatores que causem injaria endotelial, como algumas
classes de imunossupressores, infeccdes, presenca de anticorpo anti-HLA doador
especifico e mutagdes em proteinas reguladoras da via alternativa do complemento
sdo os principais responsaveis pela MAT. O objetivo desse estudo é verificar
associacao entre imunossupressdo com tacrolimo e everolimo e MAT. Trata-se de
estudo caso-controle, retrospectivo. Para analise de associacdo entre as variaveis
categoricas, utilizou-se o teste qui-quadrado, considerando significante o p-valor
<0,05. Para as numéricas foi aplicado o teste de Mann-Whitney. Foram identificados
22 casos de pacientes com MAT em biopsias poOs-implante e selecionados 88
controles sem a doenca a partir de 673 biopsias de enxerto renal realizadas no periodo
entre um de janeiro de 2014 a fevereiro de 2017. O sexo masculino foi o género
predominante nos casos, 90,9% (20/22) dos pacientes, enquanto nos controles foi
60,7%. A mediana de idade foi 49,5 anos nos casos e 47 nos controles (p= 0,6).
Pacientes que fizeram uso de tacrolimo com everolimo apresentaram chance 5,4
vezes maior de desenvolver a microangiopatia trombética (p: 0,002). O esquema
tacrolimo dose reduzida + everolimo ndo aumentou a chance de MAT. Os casos
também tiveram menor sobrevida global e do enxerto comparado ao grupo controle
(p=0,006). Conclui-se que o uso de tacrolimo combinado com everolimo esteve
associada a maior chance de MAT e proporcionou pior desfecho para o paciente e

enxerto renal.

Palavras-chave: Microangiopatias tromboéticas. Sindrome hemolitico-urémica.

Transplante de rim. Tacrolimo. Everolimo.



ABSTRACT

Thrombotic microangiopathy (TMA) is a disease characterized by the
formation of thrombosis in microvasculature and consequently microangiopathic
hemolytic anemia. It's more commum in kidney transplantation, with a negative impact
on graft survival. Mutations in regulatory proteins of the alternative complement
pathway and factors that cause endothelial injury, such as some classes of
immunosuppressants, infections, donor specific antibodies are the main responsible
for TMA. The purpose of this study was to verify the association between
immunosuppression with tacrolimus and everolimus and thrombotic microangiopathy.
This is a case-control, retrospective study. For the analysis of association between the
categorical variables, the chi-square test was used, considering p <0.05. The Mann-
Whitney test was applied to the numerical ones. RESULTS: Twenty-two cases were
identified and 88 controls were selected from 673 renal graft biopsies performed
between January 2014 and February 2017. 90.9% (20/22) of TMA cases were male
and controls was 60.7%. The median age was 49.5 years in the cases and 47 in the
controls (p = 0.614). Patients taking tacrolimus with everolimus presented a 5.4 fold
higher chance of developing thrombotic microangiopathy (p-value: 0.002). The
reduced tacrolimus dose + everolimus tacrolimus schedule did not increase the chance
of TMA. The cases also had lower overall survival and graft survival compared to the
control group (p = 0.006). It was concluded that the use of tacrolimus with everolimus
increased the chance of thrombotic microangiopathy and provided a worse outcome
for the patient and for the graft.

Keywords: Thrombotic microangiopathies. Hemolytic-uremic syndrome. Kidney

transplantation. Tacrolimus. Everolimus.
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1 INTRODUCAO

A microangiopatia trombética (MAT) € uma alteracdo caracterizada por oclusao
de microvasculatura secundéaria a agregacdo plaquetaria sistémica ou intrarrenal,
acompanhada de trombocitopenia e injuria mecéanica de eritrécitos (MOAKE, 2002).

Foi descrita por Eli Moschcowitz (1924) a partir da necropsia de uma paciente
de 16 anos, que apresentou purpura, palidez e hemiplegia. Foi observado trombo
hialino em arteriolas terminais e capilares em rins, figado e coracdo e sinais de
congestao vascular em figado, baco e pulmdes. Na ocasido, o autor concluiu que a
causa da morte foi a exposi¢cao “a um veneno poderoso, com propriedades hemoliticas
e aglutinativas” (MOSCHCOWITZ, 1924).

O transplante renal é um tipo de terapia renal substitutiva que melhora a
qualidade de vida e oferece uma maior sobrevida quando comparada a dialise, além
de beneficio financeiro. Por estes motivos, é considerado a melhor opcao terapéutica
para os pacientes com DRC com necessidade de terapia renal substitutiva (WOLFE
et al., 1999).

O procedimento de transplante de érgaos e tecidos s6 se tornou um método de
sucesso apdés o entendimento que era necessario uma terapia para suprimir a
imunidade. No ano de 1902 foi feito o primeiro transplante de rim em modelo animal.
Como as tentativas iniciais de transplante experimental de rim apresentaram falhas
de funcionamento do enxerto, foi descrito, em 1914, que apesar da técnica cirdrgica
ser adequada, o procedimento sé teria uma aplicacdo clinica se fosse desenvolvido
algum método que prevenisse a reacdao do organismo contra o tecido estranho. Em
1954 foi feito o primeiro transplante renal de sucesso entre gémeos univitelinos. Apos
a Segunda Guerra Mundial, a azatioprina, um agente antiproliferativo, comecou a ser
utiizado como terapia imunossupressora. Posteriormente foram utilizados
corticosteroides para tratar rejeicdo e como terapia de manutencdo. No entanto, a
sobrevida do enxerto renal ainda era curta devido altos indices de rejeicdo. Até que,
no inicio dos anos 80, a ciclosporina foi introduzida como terapia imunossupressora,
prolongando a taxa de sobrevida do rim transplantado. Atualmente, existem outras
classes de imunossupressores, que quando utilizadas combinadas, tornam a rejeigao
um evento menos comum (MORRIS, 2004).

Atualmente recomenda-se como terapia de manutencao a associacdo de duas

ou trés classes de drogas com mecanismos de acdo diferentes. Elas sdo assim
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classificadas: - inibidores de calcineurina, agentes antiproliferativos, inibidores da
MTOR e corticosterdides (KIDNEY DISEASE: IMPROVING GLOBAL OUTCOMES
(KDIGO)TRANSPLANT WORK GROUP, 2009).

Os inibidores da calcineurina (ICAs) séo representados pela ciclosporina e pelo
tacrolimus. A calcineurina é uma fosfatase que participa de processos celulares como
a ativacao de linfécitos. Tanto a ciclosporina quanto o tacrolimo formam um complexo
com a calcineurina impedindo sua acdo. Consequentemente ocorre uma reducao da
translocacao do fator nuclear ativador de células T e inibicdo de ativacdo de linfocitos
(HALLORAN, 2004).

Os ICAs ja foram associados a MAT devido a desequilibrio entre fatores
vasoconstrictores e vasodilatadores e aumento de fatores protrombéticos (NAESENS;
KUYPERS; SARWAL, 2009).

A proteina mamalian target of rapamycin (nTOR) € uma quinase que atua em
fatores de crescimento celular. Sua inibigéo resulta em supresséao de interleucinas
importantes para proliferacdo de linfocitos T ativados (WATSON, 2001).

Os inibidores de mTOR ainda séao drogas pouco utilizadas em centros norte-
americanos de transplante. De acordo com relatorio anual da UNOS (United Network
for Organ Sharing), no ano de 2016, 1,9% dos pacientes transplantados nos Estados
Unidos utilizaram essa classe de medicamentos ao transplantar e 4,3% apds um ano
do transplante (HART et al., 2018). Nao existem dados no Brasil sobre o regime
imunossupressor adotado pelos centros transplantadores. Estudos recentes vém
relacionando o uso dessa classe de drogas a uma reduc¢ao da incidéncia de infeccéo
pelo virus do citomegalovirus (CMV). Essa € uma morbidade que confere alta taxa de
internamento hospitalar. Esta relacionada ao aumento de indices de rejeicdo e
reducado da sobrevida do rim transplantado. As opcdes disponiveis para profilaxia de
infeccdo pelo virus sdo onerosas e nao disponibilizada de forma rotineira pelo SUS.
Dessa forma, alguns centros brasileiros tém optado pelo uso dessa classe de
imunossupressor (TEDESCO-SILVA et al., 2015; FERREIRA et al., 2017; MALLAT et
al., 2017). Essa classe de drogas ja foi associada a MAT devido a reducéo do fator de
crescimento do endotélio vascular e também por reducéo de células progenitoras do
endotélio vascular ( SARTELET et al., 2005; MIRIUKA et al., 2006).

Além desses imunossupressores, infec¢des, presencga de anticorpo anti-HLA
doador especifico, injuria isquemia-reperfusdo e mutacdes em proteinas reguladoras

da via alternativa do complemento ja foram apontadas como causadoras da MAT apos
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transplante renal (ZUBER et al., 2011). Esta € uma condicéo clinica que diminui a
sobrevida do enxerto renal, que leva o paciente ao retorno precoce para hemodialise
ou didlise peritoneal e por este motivo, deve-se tentar adotar estratégias para evitar o
surgimento dessa doenca (CAIRES et al., 2012).
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2 REFERENCIAL TEORICO

Afeccdo rara na populacéo geral, a MAT tem incidéncia que variade 3,8 a 11,29
casos a cada 1.000.000 pessoas (TERRELL et al., 2005). Pesquisadores relataram
gue MAT foi a causa de doenca renal cronica (DRC) em rim nativo em 2,29% das
criancas e 0,22% dos adultos submetidos a transplante nos Estados Unidos de 1987
a 2013 (TANRIOVER; LAKHIA; SHEN, 2015). Existem poucos dados disponiveis no
Brasil. O Unico estudo nacional que avaliou MAT pdés-transplante identificou
ocorréncia de 17 (1,1%) casos em 1549 transplantados renais no periodo entre 2000
e 2010 (CAIRES et al., 2012).

Existe uma grande variedade de sindromes clinicas que podem cursar com
MAT. Elas podem ter inicio na infancia ou na idade adulta; podem ter etiologia
hereditaria ou adquirida, podem se desenvolver ao longo de uma condigéo clinica
especifica, como gestacdo, hipertensdo maligna, transplante ou LUpus eritematoso
sistémico. A caracteristica comum para todos 0s casos sdo 0s achados
histopatologicos (GEORGE; NESTER, 2014). A nomenclatura utilizada para cada
caso € controversa. A mais comumente utilizada na pratica clinica divide em dois
subtipos: purpura trombocitopénica trombética (acometimento do sistema nervoso
central; relacionada a deficiéncia de ADAMTS13) e sindrome hemolitico urémica
(SHU). Esta dltima é dividida em tipica, quando relacionada a infec¢des ou atipica
(SHUa), quando associada a alteracbes no sistema complemento (SALVADORI;
BERTONI, 2013). Essa classificacéo é criticada por alguns autores uma vez que 0 uso
do termo tipico ou atipico ndo indica a etiopatogenia (GEORGE; NESTER, 2014).

No contexto do transplante renal, a MAT pode se apresentar como recidiva de
uma doenca sistémica prévia (MAT recorrente) ou ter sua primeira manifestacéo apos
o transplante, conhecida como MAT de novo. E mais comum do que na populacdo em
geral, com ocorréncia que varia de 0,56 a 14 % dos transplantados. A recorréncia em
enxerto renal em pacientes com diagndstico prévio de SHUa é relatada entre 4- 100%,
a depender da anormalidade do complemento. A MAT de novo tem incidéncia de 4-
15% dos transplantados. Sua importancia nesse grupo de pacientes esta relacionada
a reducao de sobrevida do enxerto renal (YOUNG et al., 1996; ZARIFIAN et al., 1999;
REYNOLDS et al., 2003; OYEN et al., 2006; NORIS; REMUZZI, 2010; CAIRES et al.,
2012; NAVA et al., 2014).

Véarios fatores relacionados a injuria endotelial estdo presentes no pos-
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operatorio do transplante renal tais como drogas, infec¢des, anticorpos especificos
contra o0 doador, lesdo isquemia-reperfusdo, desregulacdo de fatores do

complemento, ou a associacao destes (figura 1) (NORIS; REMUZZI, 2010).

Figura 1 - Fatores associados a causas de MAT poés-transplante

Desregulagao da Inibidores Inibidores
via alternativa do da da
complemento calcineurina mTOR
MAT
Anticorpos doador Injuria
Infecgoes especifico isquemia-
(rejeicao) reperfusao

Fonte: Adaptado de NORIS, M.; REMUZZI, G. Thrombotic microangiopathy after kidney
transplantation. American Journal of Transplantation, 2010

2.1 DESREGULACAO NO SISTEMA DO COMPLEMENTO

A sindrome hemolitico-urémica atipica (SHUa) ocorre devido uma ineficacia
dos mecanismos regulatérios da via alternativa do complemento (NORIS; REMUZZI,
2013a).

O sistema complemento é parte fundamental da imunidade inata. Sua ativagéao
ilimitada, no entanto, pode causar danos que superam seus beneficios, causando
leséo tecidual. Essa situagao pode ser encontrada em condi¢des agudas, como sepse
ou lesdo isquemia - reperfusdo ou doencas cronicas geradas e amplificadas pelo
complemento (NORIS; REMUZZI, 2013b). Os seres humanos possuem uma série de
proteinas plasmaticas ou ligadas a membrana que inibem a cascata do complemento,
conhecidos como reguladores do complemento. Existem condi¢cdes patoldgicas em
gue ha reducao da atividade dessas proteinas, seja por diminui¢cdo de sua quantidade
ou por disfuncéo, resultando em dano tecidual (NORIS; REMUZZI, 2013b). Por razbes

desconhecidas, o rim é alvo frequente dessas condi¢des. Algumas hipéteses foram
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levantadas: exposi¢cdo de tecidos subendoteliais acelulares, devido a membrana
fenestrada do capilar glomerular, uma menor expressao dos reguladores do
complemento e/ou diferenca na composicao do glicocalix (DE VRIESE et al., 2015).

A cascata pode ser ativada através de trés vias: a via classica, via da lecitina
ou via alternativa. Os produtos da ativacdo das vias do complemento, ou seja, seus
efetores, tem funcao de anafilatoxinas (C3a e C5a), opsoninas (C3b, iC3b e C3d) ou
complexo de ataque a membrana (MAC ou C5b-9) que causa lise direta em patdgenos
ou células proprias danificadas ou sinalizadas (NORIS; REMUZZI, 2013b).

A ativacéo da via alternativa do complemento pode ser espontanea- processo
gue ocorre continuamente pela hidrolisacdo do C3 (também conhecido por tickover)
ou através de “gatilhos” que podem ser infec¢des, vacinas, gestagao, drogas como
antineoplasicos, imunossupressores ou anticoncepcionais. O fator C3 hidrolisado
funciona como fator C3b, que junto com o fator B clivado resulta na formacgéao da C3
convertase (C3bBb) (figura 2). Isso gera uma amplificacdo de forma que a C3bBb
converte mais C3 em C3b. A C3 convertase mais o fator C3b gera a C5 convertase -
(C3b)2Bb. A C5 convertase “quebra” o fator C5 em C5a e C5b. O fator C5b junto
com os fatores C6, C7, C8 e C9 forma o complexo final de ataque a membrana
(MARINA NORIS AND GIUSEPPE REMUZZI, 2009; NORIS; REMUZZI, 2013b).
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Figura 2 - Vias de ativagcdo complemento e proteinas regulatorias.

CFH,TFLA
Proteinas MCPR
CFHRE

CFHA

CFH,TFLA
MCPH

Fonte: Adaptado de Noris, M., Remuzzi, G. Overview of Complement Activation and Regulation. Seminars in Nephrology.
2013. CFB- Fator B do sistema complemento. CFH- Fator H do sistema complemento. CFHR- proteinas relacionadas ao
CFH. CFI- Fator I. C3- fator do complemento C3. C5- fator do complemento C5. MCP- fator ligado a membrana. C3a, C5a,
C3b, C3d- produtos da decradacéo do fator do complemento C3. MAC ou C5b-9- complexo de ataque a membrana



19

As proteinas reguladoras do complemento podem estar “ancoradas” (MCP,
THBD ou DGKE) na membrana ou circulantes no plasma (CFH, CFI, CFB e proteinas
relacionadas ao CFH- CFHR1, CFHR2, CFH3, CFH4 e CFHR5) (ZUBER et al., 2013).
O fator | (CFI) é responsavel pela inativacdo do C3b, convertendo-o no fator inativo
IC3b. O CFI necessita de dois cofatores para executar essa acéo: o MCP (CD46) e o
fator H. O fator H (CFH) controla a ativagdo do complemento em varios pontos da
cascata. Ele diminui a formacdo do fator C3b acelerando a dissociacdo da C3
convertase (C3bBb) e atua como cofator do CFI. Outros fatores que atuam no controle
€ o0 conjunto de proteinas CFHR (CFHR1, CFHR2, CFHR3, CFHR4 CFHR5). A
interacédo entre CFHR e C3b impede a inibicao pelo fator H, deixando, dessa forma, a
via desbloqueada. A relacdo entre o CFH e os CFHR é fundamental para o controle
fino da regulagéo do complemento (DE VRIESE et al., 2015).

Na MAT a desregulacdo do complemento pode ser secundaria a cinco fatores:

* Mutacdes em genes que codificam o CFH- causando sua deficiéncia ou
disfuncédo (MARINA NORIS AND GIUSEPPE REMUZZI, 2009; NORIS et
al., 2010).

* Presenca de autoanticorpo contra o CFH muitas vezes associada com a
delecdo homozigota das proteinas CFHR1 e CFHR3- gerando a deficiéncia
dos niveis séricos desses fatores. A associacdo deficiéncia das proteinas
CFRH + autoanticorpos positivos contra CFH é chamada na literatura como
DEAP (DEficiencia + Autoanticorpo Positivo) (LICHT et al.,, 2008;
ABARRATEGUI-GARRIDO et al., 2009; MOORE et al., 2010; SETHI et al.,
2010; BLANC et al., 2012; BRESIN et al., 2013; HOFER et al., 2013;
BHATTACHARJEE et al., 2015; NOZAL et al., 2016; TROIJNAR et al.,
2017).

* Mutacdes que envolvem proteinas CFHR — geram maior inibicdo do CFH,
consequentemente uma C3 convertase como maior atividade e aumento
de C3b (VENABLES et al.,, 2006; FRANCIS et al., 2012; STEPHEN J.
EYLER, NICOLE C. MEYER, YUZHOU ZHANG, XUE XIAO; SMITH, 2013;
VALOTI et al., 2014).

*  C3 convertase hiperfuncionante- pode surgir devido mutacédo do fator B
(ficando resistente a clivagem pelo CFH) ou mutagéo no C3 (reduzindo o
poder da regulacéo pelo MCP ou CFI) (DE GOICOECHEA JORGE et al.,
2007; FREMEAUX-BACCHI et al., 2007; LHOTTA et al, 2009;
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VOLOKHINA et al., 2012; FUNATO et al., 2014; MARINOZZI et al., 2014).

* Inativacdo inadequada de C3b para iC3- pode ocorrer por mutacdes

genéticas ou disfuncédo do CFI ou por mutacées no MCP, sendo que este
muitas vezes se acompanha de outras mutagdes (FREMEAUX-BACCHI et
al., 2004; KAVANAGH, 2005; FREMEAUX-BACCHI, 2006; COUZI et al.,
2008).

O risco de recorréncia de SHUa no pos-operatorio de transplante depende de
dois fatores: do tipo de alteracdo genética e da presenca de condicdes que
predispdem a lesdo no endotélio (ZUBER et al., 2011).

Em relacdo a mutacbes genéticas, € sabido que disfuncbes de fatores
circulantes como CFH (recorréncia em 75-90% dos casos), CFl (45-80% de
recorréncia), CFB (100% de recorréncia) e C3 (recorre em 15- 20%) possuem maior
risco de recorréncia em enxerto (FREMEAUX-BACCHI et al., 2004; KAVANAGH,
2005; BRESIN et al., 2006; CAPRIOLI et al., 2006; DE GOICOECHEA JORGE et al.,
2007; GEELEN et al., 2007; KAVANAGH et al., 2007; SELLIER-LECLERC et al., 2007;
FREMEAUX-BACCHI et al., 2008; CHAN et al., 2017). No fator ligado a membrana-
MCP o risco de recorréncia € de 15-20% e muitas vezes estd associado a outras
mutacbes (FREMEAUX-BACCHI, 2006; FREMEAUX-BACCHI et al., 2007; BRESIN
et al.,, 2013;). Como a maioria das alteracbes genéticas associadas a SHUa séao
transmitidas por tracos autossémicos-dominantes com penetrancia de 50%, sugere-
se gue seja necessaria atuacao de fatores ambientais para manifestar a doenca. No
contexto do transplante renal, existem uma série de fatores de agressdo ao endotélio
reunidas em um mesmo momento, principalmente nos primeiros seis meses apos a
cirurgia. Esses fatores sdo: injuria isquemia-reperfusdo, imunossupressores, drogas,
infecgdes e rejeicdo (ZUBER et al., 2013).

Uma coorte recente avaliou retrospectivamente nove pacientes com MAT
associada a hipertensdo num contexto de hipertensdo maligna. Foi observado que
67% daqueles pacientes tinham alteragbes genéticas nos reguladores da via
alternativa do complemento. Destes, quatro foram submetidos a transplante e tiverem
recorréncia da MAT em 67% dos enxertos (TIMMERMANS et al., 2017). Isso é
relevante uma vez que muitos pacientes com doenca renal avancada ndo sao
submetidos a bidpsia e tem diagnéstico clinico estabelecido como de nefroesclerose

maligna.
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2.2 DROGAS

2.2.1 Inibidores de calcineurina

Os ICAs (tacrolimo ou ciclosporina) sdo farmacos de escolha como parte do
protocolo de imunossupressao inicial e de manutencao no transplante renal. O Kidney
Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) recomenda seu uso combinado com
agente antiproliferativo ou imTOR com ou sem conticosteroide (KIDNEY DISEASE:
IMPROVING GLOBAL OUTCOMES (KDIGO)TRANSPLANT WORK GROUP., 2009).
Uma metanalise recente evidenciou aumento de rejeicdo aguda com protocolos de
retirada ou reducéo das doses desses farmacos (KARPE; TALAULIKAR; WALTERS,
2017). No ano de 2016, o tacrolimo foi 0 iCA de escolha nos Estados Unidos, utilizado
em mais de 95% dos pacientes transplantados, enquanto a ciclosporina foi prescrita
em 1,7% dos receptores (HART et al., 2018).

A relacao entre o uso de ICAs e doenca de microvasculatura ja foi estabelecida
por estudos na literatura. Tanto a ciclosporina quanto o tacrolimo foram descritos
como causadores desse dano (ZARIFIAN et al., 1999). O efeito inicial € uma
vasoconstriccdo de arteriola renal dose-dependente devido a um aumento da
producdo de angiotensina Il e endotelina 1 (ENGLISH et al.,, 1987; LANESE;
CONGER, 1993; NAESENS; KUYPERS; SARWAL, 2009). Também ocorre uma
reducdo de vasodilatadores como prostaciclina, prostaglandina E2 e 6xido nitrico e
aumento da agregacao plaquetaria devido a aumento do ativador do plasminogénio
(RAMZY et al., 2006). Pham et al. (2000, 2002) descreveram caso de MAT associada
a ciclosporina com reducédo da atividade sérica do ADAMTS13, metaloprotease que
cliva o fator de Von Willebrand. O nivel do ADAMTS13 retornou ao normal apos
suspensdo da ciclosporina e plasmaférese que coincidiu com a resolucéo
histopatoldgica da MAT.

Existem relatos tanto de MAT de novo com os inibidores de calcineurina,
quanto de associacdo com mutacdes do complemento, sugerindo seu papel como
gatilho. Le Quintrec et al. (2008), descreveram uma série de 24 pacientes com MAT
de novo, 29% tinham muta¢cdes em CFH, CFIl ou MCP.
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2.2.2 Inibidores da mTOR

Existem evidéncias que os inibidores da mTOR (sirolimo ou everolimo) também
estdo associados a MAT de novo (ROBSON et al., 2003; SAIKALI; TRUONG; SUKI,
2003). O mecanismo provavel € uma reducédo da sintese do fator de crescimento do
endotélio vascular, conhecido como VEGF (EREMINA et al., 2008). Em modelo
animal, foi realizada delecdo de genes responsaveis pela producdo do VEGF pela
célula podocitaria resultando em microangiopatia trombética em glomérulos. In vitro,
foi visto que o VEGF induz a formacéo das fenestracdes do endotélio. Dessa forma,
a inibicdo do VEGF gera a perda do fenotipo fenestrado, promovendo
desenvolvimento de injuria microvascular (BIEKE et al., 2004; EREMINA et al., 2008).
Sartelet et al. (2005) avaliando bidpsias de enxerto renal e a expressdo do VEGF
constataram que: 1) MAT associada a sirolimo possuia outras lesdes concomitantes
como nefrotoxicidade por inibidores de calcineurina ou rejeicdo; 2) a expressao de
VEGF estava reduzida em poddcitos de pacientes em uso de sirolimo, aumentada em
bi6psia com rejeicdo aguda e normal em MAT secundérias a mutacdes do CFH.

Sirolimo também ja foi associado a induzir morte de células progenitoras
endotelial, alterando a capacidade de reparo apés dano endotelial (MIRIUKA et al.,
2006).

Os estudos sao conflitantes ao tentar demonstrar qual classe de
imunossupressores estd mais associada a MAT. Reynolds et al. encontraram a
incidéncia de MAT em 18,1 casos/1000 pessoas-ano em pacientes com esquema de
imunossupressao com sirolimo contra 5 casos/1000 pessoas-ano em pacientes em
uso de inibidor de calcineurina (REYNOLDS et al., 2003). Outro estudo mostrou baixa
incidéncia de MAT em esquemas de imunossupressao sem inibidores de calcineurina,

sugerindo que estes sejam o0s principais responsaveis pela lesdo (OYEN et al., 2006).

2.2.3 Associacao de inibidores de calcineurina com inibidores da mTOR

O uso de esquemas de imunossupresséo contendo inibidores de calcineurina
e inibidores da mTOR vem demonstrado reducdo na incidéncia de infeccdo por
citomegalovirus, condi¢cdo associada a aumento da morbimortalidade nos primeiros 6
meses apos o transplante. Por esse motivo, alguns servicos adotaram essa

associacdo como o esquema inicial de imunossupressao (TEDESCO-SILVA et al.,
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2015). No entanto, estudos de séries de casos e coortes retrospectivas sugerem que
esse esquema de imunossupressao potencializa o risco de MAT (ROBSON et al.,
2003; FORTIN et al.,, 2004; PRATAP et al., 2007; PLATZBECKER et al., 2009;
LOVRIC et al., 2011).

Lovric et al., (2011) em estudo retrospectivo observacional, que utilizou banco
de dados de um estudo de intervencéo, relataram uma série de cinco pacientes
transplantados de pulm@o que desenvolveram MAT apds conversdo de
imunossupressao para tacrolimo, everolimo e prednisona. Foram selecionados 126
transplantados de pulm&o cuja imunossupresséao inicial foi tacrolimo, micofenolato
sédico e prednisona. Apds quatro semanas da cirurgia, 67 pacientes tiveram seu
tratamento convertido para tacrolimo, everolimo e prednisona e 59 permaneceram
com o esquema inicial. Os casos de MAT foram observados apenas no grupo
tacrolimo e everolimo.

Em um estudo realizado para profilaxia da doenca do enxerto versus
hospedeiro com tacrolimo (na dose de 0,2 mg/kg/dia) e everolimo, o EVTAC trial,
evidenciou uma incidéncia de 29% de MAT nos pacientes que utilizaram esse
esquema (PLATZBECKER et al., 2009).

No estudo de Fortin et al. foi avaliada incidéncia de MAT em individuos com
quatro esquemas de imunossupressdo diferentes (ciclosporina com micofenolato
mofetil X ciclosporina com sirolimo X tacrolimo com micofenolato mofetil X tacrolimo
com sirolimo). Observou-se risco relativo de 16,1 com esquema de ciclosporina com
sirolimo, com diferenca estatisticamente relevante em relagdo aos outros esquemas
(p<0,001). Também foi avaliada a exposicdo de células endoteliais de artéria de
corddo umbilical humano a cada uma dessas drogas isoladamente ou associadas e
viram que a ciclosporina induzia necrose ou apoptose das células. Por outro lado,
sirolimo sozinho, ou em combinag&o com ciclosporina, inibiu a proliferacéo endotelial.
Esses resultados sugerem que a combinacdo de ciclosporina com sirolimo, possui
acao pro-necrotica de células endoteliais, com prejuizo em sua reparacdo (FORTIN
et al., 2004).

A maioria dos estudos mostra resolucdo da MAT apoOs descontinuacdo da
droga (HACHEM et al., 2006; SAID et al., 2010). Apenas um estudo tentou
correlacionar o nivel sérico das drogas e o desenvolvimento de MAT. Nava et al. e
encontraram associacdo entre elevados concentracbes seéricas de ciclosporina+

everolimo e o surgimento da lesdo em biépsias de enxerto (NAVA et al., 2014).
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2.3 INFECCOES

InfecgBes virais tem sido associada a MAT pos-transplante. Ja foram relatados
casos de citomegalovirus (CMV) tanto na forma de novo como na forma recorrente da
doenca (WAISER et al., 1999; JAVA et al., 2015). O antigeno do CMV induz a célula
T a produzir interferon gama e fator de necrose tumoral alfa causando injuria endotelial
(BOLOVAN-FRITTS; SPECTOR, 2008).

Ha& vérios relatos na literatura associando também virus da influenza com MAT/
SHUa e outras infec¢des virais como virus da hepatite B (MURER et al., 2000;
PETROGIANNIS-HALIOTIS et al., 2001; SIMMONDS et al., 2008; BENTO et al., 2010;
FARINHA et al., 2010; AKIYAMA et al., 2011; ALLEN; LICHT, 2011; GOLUBOVIC et
al., 2011; PRINTZA et al., 2011; RHEE et al., 2011; ISAI et al., 2012; SEVIGNANI et
al., 2013; ESMAILI et al., 2015; SALTER et al., 2016; TSUJIl et al., 2016; VAN HOEVE
et al., 2017).

2.4 REJEICAO MEDIADA POR ANTICORPOS

A MAT tem sido associada a rejeicdo mediada por anticorpos (RMA) com
incidéncia variada, entre 4-46% das bidépsias com esse tipo de rejeicdo (MAUIYYEDI
et al., 2002; NICKELEIT et al., 2002; TRUONG et al., 2007; LEFAUCHEUR et al.,
2007).

Anticorpos doador especifico (DSA), também conhecidos como anticorpos anti-
HLA podem causar rejeicdo mediada por anticorpo. Eles podem ser classificados
como pré-formados, que sao aqueles presentes antes do transplante ou de novo que
sado formados apds o contato do organismo com o rim transplantado. Surgem apés
exposi¢do prévia antigenos do HLA, em situagBes como transfusfes sanguineas,
gestagcfes ou transplante. O exame utilizado para detectar DSA é conhecido como
Panel Reactive Antibodies (PRA) (ZHANG, 2018).

O diagnostico de RMA é dificil, pois ndo existe uma alteracdo histopatologica
ou laboratorial especifica, baseando-se num somatério de critérios. Baseia-se
atualmente em preencher critérios da Classificacdo de Banff de Patologia de
Aloenxerto Renal com achado dos seguintes fatores: 1) ldentificagdo de depdsito de

C4d em capilares peri-tubulares 2) Presenca de anticorpos doador especifico (DSA)
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3) Evidéncia histopatolégica de lesdo em enxerto (RACUSEN et al., 2003; MEEHAN
et al., 2011).

A presenca de anticorpos especificos contra o doador interage com antigenos
das células endoteliais no enxerto renal, normalmente em conjunto com o
complemento. Isso leva a ativagdo completa da cascata do complemento e formagao
de inimeros complexos de ataque a membrana, responsaveis pela lise de células
endoteliais. Ocorre exposi¢cdo do conteudo subendotelial resultando em ativacédo da
cascata de coagulacdo e agregacdo plaquetaria. A gravidade das alteracbes
microscopicas aumenta quanto maior o nivel de DSA (DRACHENBERG;
PAPADIMITRIOU, 2013).

Pacientes que apresentaram episodio de RMA associado a MAT apresentaram
pior sobrevida do enxerto. Wu et al., (2016), demostraram uma sobrevida em 8 anos

de 28% no grupo com MAT comparado a 62,8% no grupo sem MAT.

2.5 JUSTIFICATIVA

A MAT apds transplante renal € uma condicao clinica grave uma vez que reduz
sobrevida do enxerto com deterioragdo precoce da funcdo renal. Varios fatores
presentes no periodo pés-operatério ja foram associados como causa da doenca (
ZUBER et al., 2011; CAIRES et al., 2012).

No entanto, como é uma afeccéo pouco comum, muitos estudos sédo descricfes
de série de casos dificultando uma avaliagdo mais critica sobre uma possivel etiologia
da doenca. O periodo pés-operatério de um transplante renal reine multiplos agravos
ao endotélio como anticorpos especificos contra 0 enxerto, drogas
imunossupressoras, infeccées e lesdo isquemia-reperfusdo. Por este motivo, era
necessario um estudo analitico para definir que fatores estavam associados a MAT
(NORIS; REMUZZI, 2010; ZUBER et al., 2013).

Estabelecer os fatores que predispbem a MAT é fundamental para tracar

estratégias apds o transplante renal e prolongar a sobrevida do enxerto.
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2.6 FORMULACAO DA QUESTAO DA PESQUISA

Existe associacdo entre imunossupressdo com tacrolimo e everolimo e

microangiopatia tromboética em transplantados renais?

2.7 MODELO TEORICO E HIPOTESE

Existe associacdo entre imunossupressdao com tacrolimo e everolimo e

microangiopatia trombdtica em transplantados renais.

Figura 3 - Modelo tedrico. Associacado das duas classes de imunossupressores atuando
sinergicamente como causa de MAT.

Inibidores de :> Lesdo vascular -
calcineurina direta

L . _ MAT

Inibidores |:: Prejuizo a
da mTOR

reparagao vascular

Fonte: Autora
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Verificar associacdo entre ocorréncia de MAT ap0s transplante renal e o

esquema de imunossupressao de tacrolimo combinado com everolimo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a incidéncia de MAT em pacientes transplantados de renais;

e Comparar incidéncia de MAT entre os diferentes esquemas de
imunossupressao utilizados inicialmente pelos pacientes e no momento da
bidpsia;

e Avaliar niveis séricos de tacrolimo e everolimo com presenca ou auséncia
de MAT,

e Comparar sobrevida do paciente e do enxerto renal entre 0s grupos com
MAT e sem MAT.



4 METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

E um estudo observacional e analitico, tipo caso-controle, retrospectivo.

4.2 FLUXOGRAMA

Figura 4 - Fluxograma das etapas da pesquisa.
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Fonte: Autora
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4.3 OPERACIONALIZACAO DA PESQUISA

4.3.1 Local e periodo da pesquisa

O estudo foi realizado na Unidade de Nefrologia do Real Hospital Portugués de
Pernambuco (RHP), com avaliagcdo dos prontuarios no periodo de dezembro de 2017
a outubro de 2018. Foram avaliados prontuarios eletrénicos de pacientes
acompanhados no setor no periodo de janeiro de 2014 a fevereiro de 2017.

O RHP é um dos dois servicos do Estado de Pernambuco que realizam
transplantes renais de doadores falecidos. Todos os transplantes realizados neste
servico sdo financiados pelo Sistema Unico de Saude.

Todos o0s pacientes em pré e pos-operatorio de transplante renal séo
rigorosamente acompanhados pelos profissionais do setor. Os individuos atendidos
no servico tém seus registros clinicos, assim como resultados de exames
laboratoriais, registrados e armazenados em prontuario eletrénico acessivel aos
profissionais de saude contratados pelo hospital.

Toda rotina de atendimento ao paciente transplantado do servico segue as
normas do Protocolo - Transplante Renal do RHP.

O protocolo de imunossupresséao do servigo, segue a recomendacao do quadro
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Quadro 1 - Protocolo de imunossupressao do servico de transplante renal do
Hospital Portugués.

Doador vivo / receptor ndo sensibilizado hla idéntico: tacrolimo + azatioprina + corticosteroide inicio
do tacrolimo e da azatioprina 3 dias antes metilprednisolona 1 g pré-operatdrio imediato prednisona
a partir do d1.

Doador vivo / receptor ndo sensibilizado hla ndo idéntico (parente haplo-idéntico; parente distinto;
nao parente): inducéo thymoglobulina 3 mg/kg dose Unica tacrolimo + everolimo + corticosteroide
Inicio do tacrolimo e do everolimo 3 dias antes metilprednisolona 1 g pré-operatério imediato,
prednisona a partir do d1.

Doador vivo / receptor sensibilizado hla ndo idéntico: inducdo thymoglobulina 3 mg/kg dose Unica
tacrolimo + micofenolato sddico (MYF) + corticosteroide inicio do tacrolimo e do MYF 3 dias antes
metilprednisolona 1 g pré-operatério imediato, prednisona a partir do d1.

Doador falecido padrdo / receptor ndo sensibilizado: indugcdo com thymoglobulina 3 mg/kg dose
Unica Tacrolimo + everolimo + corticosteroide tacrolimo e everolimo a partir do d1 metilprednisolona
1 g pré-operatorio imediato, prednisona a partir do d1

Doador falecido padréo / receptor sensibilizado: Inducdo thymoglobulina 3mg/kg dose Unica
tacrolimo + MYF+ corticosteréide metilprednisolona 1 g pré-operatério imediato, prednisona a partir
do d1.

Doador falecido critério expandido — s6 receptor ndo sensibilizado: indugéo thymoglobulina 3 mg/kg
dose Unica tacrolimo + everolimo + corticosteroide Metilprednisolona 1 g pré-operatério imediato,
prednisona a partir do d1.

Fonte: Autora

O protocolo ainda frisa a seguinte observacao: “Micofenolato sédico substitui
everolimo se: antecedente conhecido de glomeruloesclerose segmentar e focal
dislipidemia severa, proteinuria, obesidade com risco de dificuldade de cicatrizagédo
de ferida operatoria”.

As doses dos imunossupressores na prescricdo inicial estdo de acordo com o

qguadro 2 e podem ser alteradas de acordo com o nivel sérico.
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Quadro 2 - Doses de imunossupressores do servigo de transplante renal do Real
Hospital Portugués

Tacrolimo dose padrao

0,20 mg/kg dividido em duas tomadas, ajuste pelo nivel:

4-8 ng/ml — receptor hipersensibilizado. Monitorizar a partir do d4 1x / semana até ajuste — a
seguir 1x / semana nos primeiros 3 meses

Tacrolimo dose reduzida

0,10 mg/kg dividido em duas tomadas, ajuste pelo nivel:

3-5 ng/ml — receptor ndo sensibilizado

Azatioprina- iniciar com 2 mg/kg tomada Unica

Micofenolato sédico iniciar 720 mg 2x — ajuste de acordo com evolugéo

Everolimo iniciar 3 mg/dia dividido em 2 tomadas ajuste pelo nivel : 3 — 6 ng/ml — vivo/padréo 3
— 8 ng/ml — expandido

Monitorizar nivel 1x / semana até a alta e a seguir 15/15 dias até o final do 30 més

Cortocdide: metilprednisolona 1grama no pré-operatoério; prednisona 30mg/dia na primeira

semana, com reducéo de 5mg/dia por semana até a dose de 5mg/dia na sexta semana.

Fonte: Autora

A rotina de retorno para consultas ambulatoriais segue o protocolo abaixo:
* No primeiro més: duas vezes por semana

* Segundo ao terceiro més completo: uma vez por semana

* Quarto ao sexto més completo: uma vez por quinzena

* Sexto ao décimo segundo més completo: uma vez por més

* Ap6s 1 ano: uma vez a cada 3 meses

Nas consultas sdo avaliados exames laboratoriais e niveis séricos de
imunossupressores.

As indicacBes de bidpsia renal do servico sdo: disfuncdo aguda do enxerto,

funcao insatisfatoria ou proteinuria.

4.3.2 Populacao da pesquisa — Amostra

O estudo foi composto por uma amostra de conveniéncia com pacientes
transplantados renais acompanhados na Unidade de Nefrologia do RHP submetidos

a bidpsia do enxerto no periodo de janeiro de 2014 a fevereiro de 2017.
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4.3.2.1 Populagéo alvo — critérios de diagnostico

A populacéo da pesquisa foram os pacientes transplantados de rim que tinham
resultados de bidpsia disponiveis no prontuario eletrénico do servico no periodo de
janeiro de 2014 a fevereiro de 2017.

Foi considerado como caso todo o paciente cujo resultado da biopsia era
microangiopatia trombdtica, com ou sem outras alteracdes.

Era necessario ter os achados histopatoldgicos caracteristicos da doenca, ou
seja, a presenca na microscopia optica de estreitamento ou oclusdo da luz do
endotélio de pequenos vasos como capilares ou arteriolas por material eosinofilico,
correspondentes a microtrombos de fibrina. Podia ser encontrado também edema e

desnudacéo endotelial.

4.3.2.2 Critérios de incluséao

Para os casos foram incluidos todos os pacientes transplantados renais
submetidos a bidpsia renal no periodo janeiro de 2014 a fevereiro de 2017 cujo laudo
do exame histopatoldgico de enxerto renal continha microangiopatia trombdética como
pelo menos um de seus resultados.

Para cada caso foram selecionados quatro controles. Da mesma forma, os
controles foram pacientes transplantados e submetidos a bidpsia do enxerto no
mesmo periodo que os casos, sendo que a unica diferenca no critério de selecédo a
auséncia de microangiopatia trombaética nos achados da bidpsia. O critério adotado
para o pareamento foi o periodo de tempo de pos-operatorio, considerando a medida
de tempo em meses de pds-operatdrio. Dessa forma, para um caso com MAT no
primeiro més de poés-operatdrio foram selecionados quatro controles sem MAT na
bidpsia no mesmo tempo de pdos-operatorio. A intencédo de pareamento por periodo
de tempo de poOs-operatorio foi igualar entre os grupos de comparagédo alteracdes
préprias nas diferentes fases do transplante.

Nas situacdes que foram encontradas mais de quatro possibilidades para
controle no periodo correspondente, a selecdo dos controles foi feita por amostragem

aleatoria simples. Foi utilizado o aplicativo Random® apara realizar amostragem.



33

4.3.2.3 Critérios de exclusdo

Foram excluidos todos os pacientes com MAT na bidpsia em tempo zero, isto

€, aquela realizada no bloco cirargico, imediatamente antes do implante no receptor.

4.3.2.4 Tipo e processo de amostragem

Tratou-se de amostra de conveniéncia.

4.3.2.5 Definigdo do tamanho da amostra

Na&o foi calculado tamanho da amostra uma vez que ndo existe nenhum estudo
na literatura com desenho semelhante. Neste caso optamos por néo realizar estudo
piloto j& que isso implicaria em utilizacdo de individuos da amostra de uma doenca

rara.

4.3.3 Definicdo de termos e coleta de dados

Os dados foram colhidos através de preenchimento de ficha especifica
diretamente a partir do prontuario eletrébnico (Apéndice A). Os dados que foram
coletados, juntamente com suas definicbes e método de afericdo adotado pelo
hospital encontram-se nas tabelas abaixo:
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4.3.3.1 Definicédo e categorizacao de termos e variaveis

Figura 4 - Fluxograma das etapas da pesquisa

Variavel Dependente

Definicdo: tedrica e operacional/categorizagdo

Microangiopatia
Trombdtica

Tedrica: variavel dicotbmica - Presenca na microscopia Optica de
estreitamento ou oclusdo da luz do endotélio de pequenos vasos como
capilares ou arteriolas por material eosinofilico, correspondentes a
microtrombos de fibrina.

Operacional: achado de microangiopatia trombética no laudo do exame
histopatoldgico de fragmento de enxerto renal.

Categorizacao: Presente; Ausente

Data de nascimento

Tedrica: Data de nascimento presente no documento de identificagao
fornecido pelo paciente para um funcionério administrativo para
abertura do prontuério eletrdnico

Operacional: Data de nascimento que consta no prontudrio eletrénico
Categorizagéo: Variavel de data - numérica.

Idade ao transplantar

Tedrica: Variavel continua definida pela data de nascimento que
consta no documento de identificacédo fornecido pelo paciente para um
funcionario administrativo para abertura do prontuario eletrénico,
medido no dia da cirurgia do transplante renal

Operacional: Idade no dia da cirurgia do transplante renal conforme
consta no prontuario eletrénico

Categorizagdo: Variavel quantitativa discreta, podendo variar de 0- 100.

Data da bidpsia

Tedrica: Data da realizagao da bidpsia guiada por ultrassonografia para
coleta do fragmento de enxerto renal

Operacional: Data do dia da coleta do fragmento de enxerto renal que
consta no laudo final do resultado da biépsia

Categorizagdo: Variavel de data- numérica.

Sexo

Tedrica: Variavel dicotdmica - Condicao organica que diferencia macho
de fémea. Variavel categérica que presente em documento de
identificacdo fornecido pelo paciente para um funcionario administrativo
para abertura do prontudrio eletrénico

Operacional: Sexo que consta no prontuario eletrénico

Categorizacéo: Masculino ou Feminino

Etiologia da DRC

Tedrica: Variavel quantitativa - Etiologia da patologia que causou a
disfuncéo renal cronica do paciente. Normalmente € definido por bidpsia
renal de rim nativo ou de evidéncias clinico-laboratoriais de doenca
sistémica que habitualmente ocasionam dano renal.

Operacional: Etiologia da DRC que estiver especificada em prontuario
eletrénico no registro médico da anamnese do internamento para
cirurgia de transplante renal ou em consultas ambulatoriais prévias
realizada por nefrologista.

Categorizagdo: Variavel qualitativa: - Indeterminada; - Diabetes; -
Hipertensdo; - Glomerulopatia Doenca renal policistica; -
Nefroesclerose hipertensiva; - Outras.

Biopsia prévia

Tedrica: Variavel dicotbmica - Exame anatomopatoldgico de fragmento
renal em rim nativo realizada em momento anterior, se tiver sido
previamente acompanhado por médico nefrologista no momento da
descoberta da doencga renal.

Operacional: Laudo de biépsia renal prévia anexada ao prontuario
eletrbnico ou copiada por médico nefrologista neste.

Categorizagdo: Sim; Nao
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Data do transplante

Tedrica: Dia da realizacao da cirurgia do transplante renal.
Operacional: Dia que consta o relatério cirirgico da realizacdo de
cirurgia de transplante renal- conforme consta em prontuario eletrénico.
Categorizagdo: Variavel de data- numérica

Tipo de transplante-
doador vivo

Tedrica: Variavel dicotdmica - Modalidade de transplante renal em que
o rim é retirado de um doador vivo saudavel previamente avaliado por
equipe médica e colocado em paciente portador de doenca renal.
Definicdo operacional: Informacéo sera obtida em relatérios médicos,
como anamnese, no prontuario eletrénico.

Categorizacéo: Sim; N&o

Tipo de transplante-
doador falecido

Definicao tedrica: Variavel dicotdmica Modalidade de transplante renal
em que o rim é retirado de um doador em morte encefélica, apés
consentimento de familiares, alocado pela Central de Transplantes de
Pernambuco e colocado em paciente portador de doencga renal.
Definicdo operacional: Informag&o foi obtida em relatérios médicos,
como anamnese, no prontuario eletrénico.

Categorizacdo: Sim; N&ao

Tempo de isquemia fria
(TIF)

Tedrica: Varidvel quantitativa discreta expressa em horas. Apds a
retirada do rim do doador, a equipe cirdrgica da captacdo de 6rgaos
realiza a perfusdo do rim com uma solucéo de preservacdo. O TIF
compreende o periodo entre a perfusdo com essa solugcdo até o
restabelecimento do fluxo sanguineo do receptor. O rim é colocado
numa solucéo de preservacéao resfriada a 4°C.

Operacional: Informacéo obtida pela diferengca de tempo entre a hora
do inicio da perfusao renal no relatério cirdrgico do transplante do rim e
hora do clampleamento (interrup¢éo de fluxo sanguineo) no relatério de
retirada do rim do doador.

Categorizagdo: Variavel quantitativa expressa em horas. Podendo
variar de 0- 48 h

NUmero de Missmatches
de HLA

Tedrica: Para a avaliagédo de compatibilidade para doagéo sao utilizados
dois critérios: compatibilidade do sistema ABO e compatibilidade do
HLA (antigenos de histocompatibilidade). Este ultimo é dividido em seis
sitios. Cada “sitio” diferente entre doador e receptor € chamado
missmatch (pode variar de 0 a 6).

Operacional: Informacdo disponivel no prontuario eletrénico na
anamnese. Tipificagdo HLA realizada no laboratério HLA PE pelo
método: PCR- Baixa resolugéo.

Categorizagdo: Variavel continua discreta. Podendo variar de 0- 6

Anticorpo especifico
contra 0 HLA do doador
(DSA)

Tedrica: Variavel dicotbmica Anticorpo presente no soro do receptor
especifico contra algum locus do HLA.

Operacional: Foi acessado o site www.hlape.com.br e avaliada a
presenca de anticorpos contra HLA do doador. Método: Luminex- Single
Antigen classe | ou Luminex-Single Antigen classe IlI.

Categorizacédo: Presenca; Auséncia

MFI do DSA

Tedrica: Médias das medidas de intensidade de fluorescéncia da
reatividade dos anticorpos do soro do receptor contra microesferas
recobertas por antigenos HLA diversos.

Operacional: Foi acessado o site www.hlape.com.br e avaliada a
presenca de anticorpos contra HLA do doador. No servico, sdo usados
como pontos de corte: <1500- n&o sensibilizado; 1500-5000-
sensibilizado com necessidade de imunossupressdo mais potente;
>5000- hipersensibilizado- transplante renal inviabilizado pelo alto risco
de rejeicdo humoral. Método: Luminex- Single Antigen classe | ou
Luminex-Single Antigen classe I

Categorizagdo: Variavel numérica continua. Pode variar de 0- 10.000.



http://www.hlape.com.br/
http://www.hlape.com.br/
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IMS inicial

Tedrica: Associacdo de drogas imunossupressoras usadas
imediatamente apds o transplante. Foram verificadas, no prontuério
eletrénico, as medicagdes prescritas no primeiro dia apds o transplante
renal.

Operacional: Variavel qualitativa. Se usa ou ndo as seguintes drogas:
Categorizagdo: Tacrolimo, micofenolato de mofetil, micofenolato
sédico, azatiorina, prednisona, sirolimo, everolimo, ciclosporina

IMS no momento da Bx

Tedrica: Associacdo de drogas imunossupressoras usadas no dia da
realizacdo da coleta do fragmento renal por puncdo bidpsia. Foi
verificada a prescricdo médica do paciente no dia da realizagdo da
coleta do fragmento renal por pungao bidpsia.

Operacional: Variavel qualitativa. Se usa ou nao as seguintes drogas:
Categorizacdo: Tacrolimo, micofenolato de mofetil, micofenolato
saddico, azatiorina, prednisona, sirolimo, everolimo, ciclosporina

Nivel sérico de tacrolimo

Tedrica: Concentracdo sérica do imunossupressor tacrolimo.
Operacional: Amostra de sangue colhida antes da primeira ingesta da
medicacéo do dia, rotineiramente, colhido as 8:00 da manhé&. Medido
no laboratério do RHP. Método usado pelo laboratério para analise:
Imunoensaio (CPRG) Automatico Dimension

Categorizagdo: Variavel numérica continua. Podendo variar de 0 a 60.

Nivel sérico de everolimo

Tedrica: Concentracdo sérica do imunossupressor everolimo.
Operacional: Colhida amostra no RHP imediatamente antes a primeira
tomada da medicac¢&o, normalmente as 8:00 da manha e enviada para
o laboratério do Hospital do Rim em S&o Paulo. Material: Sangue total.
Método: HPLC-UV (cromatografia liquida de alta eficiéncia).
Categorizagdo: Variavel numérica continua. Podendo variar de 0 a 30.

Nivel sérico de sirolimo

Tedrica: Concentracdo sérica do imunossupressor sirolimo.
Operacional: Colhida amostra no RHP imediatamente antes a primeira
tomada da medicacgéo, normalmente as 8:00 da manha e enviada para
o laboratério do Hospital do Rim em S&o Paulo. Material: Sangue total.
Método: Imunoensaio quimioluminescente de microparticulas (CMIA).
Categorizagdo: Variavel numérica continua. Podendo variar de 0 a 30.

Internamento por infeccdo
nos primeiros 6 meses do
transplante

Tedrica: Internamento hospitalar no servico cuja causa tenha sido
qualquer tipo de infec¢@o no receptor. Para infeccao sera considerado
quadro clinico-laboratorial, como febre ou leucocitose, ou exame direto
como PCR para CMV.

Operacional: Informacdo disponivel no prontuario eletrénico na
anamnese.

Categorizagdo: Sim; N&ao

Infeccdo por CMV

Tedrica: Isolamento do citomegalovirus por detec¢do de proteinas virais
ou acido nucléico em qualquer tecido ou fluido do corpo. Doenga pelo
citomegalovirus é, quando, além do isolamento do virus, o paciente
desenvolve sintomas especificos.

Operacional: Detectado através do PCR para CMV. Amostra de sangue
colhida no RHP e enviada para o laboratério HLA PE. Realizado pelo
PCR para CMV- Método: PCR tempo real (quantitativo). Equipamento:
Real Time PCR System — APPLIED BIOSYSTEMS 7300.
Categorizacéo: Sim; N&o

PCR PARA CMV

Tedrica: Deteccao direta da viremia por PCR em tempo real no plasma
ou sangue total.

Operacional: Amostra de sangue colhida no RHP e enviada para o
laboratério HLA PE. Realizado pelo PCR para CMV- Método: PCR
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tempo real (quantitativo). Equipamento: Real Time PCR System —
APPLIED BIOSYSTEMS 7300.

Categorizacdo: Variavel numérica continua. Podendo variar de 0 a
5.000.000.

Infeccdo por BKV

Tedrica: Varidvel numérica continua. Infeccéo pelo virus BK (virus de
DNA da familia papovavirus). Infeccao geralmente assintomatica, mas,
em estados de imunossupresséo severa pode se replicar e acometer
regido tubulo-intersticial de enxerto, piorando funcao renal.
Operacional: Pesquisa e dosagem do DNA do poliomavirus Humano BK
(BKV). Amostra de sangue colhida no RHP e enviada para o laboratério
HLA PE. Método: PCR tempo real (quantitativo). Equipamento: Real
Time PCR System- APPLIED BIOSYSTEMS 7300

Categorizacdo: Variavel numérica continua. Podendo variar de 0 a
5.000.000.

Outras infec¢des

Tedrica: Variavel dicotdbmica Doenca causada pela presenca e
desenvolvimento no interior do organismo de uma ou mais variedades
de agentes vivos patogénicos (bactérias e virus)

Operacional: Informacdo disponivel no prontuario eletrénico na
anamnese.

Categorizagdo: Sim; N&ao

Funcdo tardia do enxerto
(DGF- Delayed Graft
Function)

Tedrica: Variavel dicotdmica necessidade de dialise nos primeiros sete
dias apo6s o transplante.

Operacional: Informacdo disponivel no prontuario eletrbnico nas
evolucdes diarias médicas.

Categorizagéo: Sim; N&o

Creatinina

Tedrica: Substancia presente no sangue derivada da degradacéo da
fosfocreatinina no masculo. E amplamente utilizada para avaliar fungéo
renal, devido sua elimingdo renal. Seus valores sdo expressos em
mg/dL.

Operacional: Amostra de sangue colhida na enfermaria ou UTI do
transplante renal. Foi considerada creatinina antes da ultima sesséo de
hemodidlise antes da biépsia. Soro avaliado pelo método: Jaffé- Picrato
Alcalino (Sistema Automético SIEMENS ADVIA 1650)

Categorizagdo: Variavel numérica continua. Podendo variar de 0 a
20mg/dL.

DHL

Tedrica: A dehidrogenase lactica (DHL) é uma enzima que catalisa a
conversdo do 4cido lactico muscular em &cido piravico. Esta presente
em quase todos os tecidos corpdreos. Apesar de ser inespecifico, pode
ser usado para avaliar hemolise, quando somado a outros marcadores.
Amostra de sangue colhida na enfermaria ou UTI do transplante renal.
Operacional: Foi considerada média dos 3 maiores valores de DHL
antes da bidpsia. Soro avaliado pelo método: enzimatico (sistema
automatico SIEMENS ADVIA 1650). Valor de referencia: 100- 190 U/L
Categorizagdo: Variavel numérica continua. Podendo variar de 0 a
1000.

Esquizdcitos

Tedrica: Variavel dicotbmica Hemacias com formas bizarras,
observados em muitos casos de anemia causada por trauma ou por
depésito de fibrina intravascular.

Operacional: Amostra de sangue colhida na enfermaria ou UTI do
transplante renal. Sera considerada presenca de esquizOcitos em
gualguer hemograma antes da biopsia. Realizado pelo Sistema
Automatico SIEMENS ADVIA 2120i com revisdo microscépica da
lamina.

Categorizagdo: Presenca; Auséncia.
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Queda de hemoglobina 1 | Tedrica: Varidvel dicotbmica Anemia aguda é bastante comum em
semana apoés o TX

periodos pos cirargicos, devido ao trauma e espoliagdo proprios do
procedimento. Por isso, levaremos em consideracdo a queda de
hemoglobina do periodo apds a primeira semana de pos-operatorio.
Operacional: Queda de mais de 3 pontos de hemoglobina no periodo
apoés os sete primeiros dias de pds-operatério. Avaliado pelo
hemograma. Amostra de sangue colhida na enfermaria ou UTI do
transplante renal. Realizado pelo Sistema Automatico SIEMENS ADVIA
2120i com revisdo microscopica da lamina.

Categorizacéo: Sim; N&o.

Plaqguetopenia

Tedrica; Variavel dicotbmica Plaquetas diminuidas em namero.
Operacional: Avaliado pelo hemograma. Foi considerada média dos trés
menores valores de plaquetas antes da biépsia. Amostra de sangue
colhida na enfermaria ou UTI do transplante renal. Método: automatico
(Sistema Automatico SIEMENS- ADVIA 2120i). Foi considerado como
um namero menor que 100.000 plaquetas.

Categorizagéo: Sim; Nao.

Desfecho

Tedrica: Concluséo de uma situagéo especifica.

Operacional: Foi avaliado ébito, perda de enxerto (necessidade de
retorno a hemodidlise ou didlise peritoneal) ou clearance de creatinina.
Foi considerada situacao do paciente até agosto de 2018.

Para o célculo do clearance de creatinina foi utilizada a férmula CKD-
EPI. Taxa de filtragdo glomerular estimada = 141 x min(Creatinina/k, 1)®
x max (Creatinina/k, 1)1-209 x 0,993'dade x 1,018 [se mulher] x 1,159 [se
negrol.* (LEVEY et al., 2009).

Categorizacg&o: - Obito (sim ou nao); - Perda de enxerto (sim ou n&o);

- clearance de creatinina (>30ml/min ou <30 mi/min).

* k: € 0,7 para mulheres e 0,9 para homens, a: é 0,329 para mulheres e 0,411 para homens, min: indica o minimo de Cre/ Kk ou
1; max: indica o maximo de Cre / k ou 1

Fonte: Autora

4.3.4 Etapas e Métodos de coleta dos dados

Etapa 1 Avaliacd@o de bidpsias renais realizadas entre janeiro de 2014 a fevereiro
de 2017.

Etapa 2 Identificou-se as bidpsias com MAT e sem MAT e selecionou-se 0s casos
e controles. A partir das conclusdes dos laudos das bidpsias, foram
identificados os casos e controles segundo critérios de inclusdo e
excluséo e selecionados os casos e controles.

Etapa 3 Coleta de dados. Apds a selecédo dos casos e dos controles, os dados
foram coletados no partir do prontuario eletrénico.

Etapa 4 Preenchimento das planilhas do software Microsoft® Excel para MAC,

versdo 16.16.5 (181209) com os dados coletados apés término do

preenchimento das fichas especificas.
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4.3.5 Definicdo dos recursos humanos

Os dados da pesquisa foram coletados exclusivamente pela pesquisadora

principal.

4.3.6 Instrumentos de medida e sua confiabilidade - afericdes

Como foi um estudo retrospectivo, todos os dados estavam disponiveis no
prontuario eletrénico.

Em relacdo aos exames laboratoriais, todos foram realizados pelo Real Lab,
sempre utilizando as mesmas técnicas do laboratério. Os dados clinicos como
anamnese e evolucdes médicas, foram realizados por um grupo de nefrologistas que

segue o protocolo estabelecido pelo servico.

4.3.7 Padronizacao das técnicas

As amostras de bi6psia renal realizadas no servigo foram obtidas atraves
de puncao-biopsia guiada por ultrassonografia e posteriormente fixadas em formalina
a 10%. Apos a fixacdo, as amostras foram avaliadas quanto sua macroscopia em
seguida encaminhadas ao setor técnico para processamento em alcool absoluto e
xilol. Em seguida, o fragmento renal foi exposto a parafina para formacgéao dos blocos
que foram cortados. Os blocos foram cortados pelo micrétomo da marca Leica® em
espessura maxima de 2 micrometros para formacao das laminas. Duas laminas foram
coradas usando hematoxilina-eosina, 2 PAS e 1 Tricromio de Massom. Os laudos
foram obtidos apoOs avaliacdo por patologistas com experiéncia em nefropatologia
contratados pelo Real Hospital Portugués no periodo em questéo.

4.4 ASPECTOS ETICOS
A coleta de dados foi iniciada apds a avalia¢éo e aprovacgido do Comité de Etica

e Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Federal de Pernambuco —
CEP/UFPE, nimero do CAAE 84009518.6.0000.5208 (ANEXO A).
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O sigilo e a privacidade dos dados coletados estudados e divulgados apenas
em eventos ou publicagdes cientificas, de forma an6nima, ndo sendo usadas iniciais

ou quaisquer outras indicaces que possam identificar os individuos envolvidos.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o teste de Kolmogorov- Smirnov para avaliar a distribuicdo dos
dados, o qual rejeitou a hipotese de que os dados sdo normalmente distribuidos (p-
valores<0,05).

As variaveis categodricas foram expressas por meio de suas frequéncias e
porcentagens, para analise de associacao entre elas, utilizou-se o teste Qui-quadrado,
considerando significante o p-valor <0,05.

As variaveis numeéricas foram expressas por mediana (minimo-maximo). Para
comparar se ha diferenca significativa da distribuicdo dos dados nos dois grupos,
utilizou-se o teste de Mann-Whitney, considerando significante o p-valor <0,05. Dessa
forma, se p-valor for significante, conclui-se que ha diferenca significativa das
variaveis utilizadas na comparacao.

Para andlise de curva de sobrevida de Kaplan-Meyer dos pacientes foi utilizado
o teste de log rank.

O software utilizado foi o R-project® verséo 3.4.2.
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5 RESULTADOS

Foram identificados resultados de 673 biopsias de enxerto renal realizadas em
309 pacientes no periodo do estudo. Alguns pacientes realizaram mais de uma biépsia
neste intervalo. Encontramos vinte e quatro pacientes com MAT em bidpsia pos-
implante. Destes, dois pacientes foram excluidos por apresentar MAT em bidpsia de
enxerto renal antes do implante cirdrgico no receptor.

Os controles foram selecionados a partir dos resultados das biopsias restantes.
116 pacientes preencheram critérios de pareamento e apds randomizacao,

identificamos 88 pacientes.

Figura 5 - Fluxograma de identificagdo dos casos e controles.

673 biopsias
(309 pacientes)

40 bidpsias 633 bidpsias
(285 pacientes sem MAT
em biopsia(s) pos-
implante)

(24 pacientes com MAT em
bidpsia(s) pés-implante)

Excluidos
2 pacientes com
MAT na biépsia
pré-implante

116 pacientes
preencheram critérios

22 pacientes com MAT em
bidpsia(s) pés-implante

(38 bidpsias) de pareamento
(193 bidpsias)
Casos Controles

22 pacientes com MAT em
bidpsia(s) pés-implante

88 pacientes sem MAT em
bidpsia(s) pés-implante)

Fonte: Autora
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Metade dos casos (11/22) foi detectada no ano de 2015 e nenhum em 2017
(avaliado até fevereiro) (Gréfico 1).

Grafico 1 - Distribuicdo de casos com MAT, por periodo de tempo, em anos.

m Percentual de casos

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%
2014 2015 2016 2017

Fonte: Autora

A distribuicdo do sexo apresentou diferenca estatisticamente significante entre
0s grupos (p-valor: 0,026), com uma chance 4,9 vezes maior de apresentar
microangiopatia trombética dentre os pacientes do sexo masculino. J4 a idade,
etiologia da DRC, tempo de isquemia fria, tipo de transplante, presenca de fungao
retarda do enxerto, presenca de anticorpo doador especifico pré-formado, infeccéo
por CMV (ou qualquer tipo de infec¢do) dos pacientes ndo apresentou diferenca
estatistica ao comparar os dois grupos (Tabela 1).

Nos pacientes com MAT a mediana de tempo de bidpsia em que a alteracéo

foi detectada foi de 36,5 dias ap6s o implante do enxerto.
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas dos pacientes transplantados renais com e sem MAT.

Variaveis Grupo p-valor Odds 95%IC
MAT (N=22) SEM MAT (N=88) Ratio
Sexo masculino n(%) 1,07 -
20 (90,9%) 59 (67%) 0,026* 4,91
22,47
Idade, anos* 49,5 47,0 0,61** - -
Etiologia da DRC
Indeterminada, n(%) 10/21 (47,6%) 60/87 (69,0%)
Diabetes, n(%) 6/21 (28,6%) 10/87 (11,5%)
Hipertenséo, n(%) 0/21 (0%) 1/87 (1,1%) .
Glomerulopatia, n(%) 2/21 (9,5%) 7/87 (8%) 030 ) )
Doenca renal 2/21 (9,5%) 4/87 (4,6%)
policistica, n(%)
Outras, n(%) 1/21 (4,8%) 5/87 (5,7%)

*Teste Qui-quadrado, **Teste de Mann-Whitney, # mediana, MAT- microangiopatia trombética

O tempo de seguimento foi menor nos individuos com MAT (Tabela 2).
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Tabela 2 - Caracteristicas do transplante dos pacientes com e sem MAT.

Grupo Odds
Variaveis p-valor ) 95% IC
MAT (N=22) SEM MAT (N=88) Ratio
Tempo da Bidpsia (em 36,5 (n=22) 35,5 (n=88)
dias)’ 0,855**
Tempo de follow up 19,95 (n=22) 18,97 (n=88)
0,002**
(meses) #
TIF (em horas) 21,00 (n=22) 18,00 (n=87) 0,419**
Biopsia prévia 2 (9,5%), n=21 9 (10,3%), n=87 1,000* 091 0,18-4,57
Tipo de doador
Vivo 1 (4,5%), n=22 8 (9,1%), n=88 0.253% ) )
Falecido padréao 12 (54,5%), n=22 59 (67%), n=88
Falecido expandido 9 (40,9%), n=22 21 (23,9%), n=88
DGF 18 (81,8%), n=22 76 (87,4%), n=87 0,498* 0,65 0,18-2,28
Mismatches
1 0 (0%), n=21 0 (0%), n=85
2 3(14,3%), n=21 14 (16,5%), n=85
3 2 (9,5%), n=21 29 (34,1%), n=85 0,198* - -
4 9 (42,9%), n=21 26 (30,6%), n=85
5 4 (19%), n=21 10 (11,8%), n=85
6 3 (14,3%), n=21 6 (7,1%), n=85
DSA Prévio 1 (4,8%), n=21 17 (20,2%), n=84 0,114* 0,2 0,02- 1,57
INFEC 6M 12 (57,1%), n=21 48 (55,2%), n=87 0,870* 1,08 041-283
CMV 7 (33,3%), n=21 36 (41,9%), n=86 0,475* 0,69 0,25-1,89
BKV 0 (0%), n=21 5 (5,9%), n=85 0,580* - -
Infeccdes 10 (47,6%), n=21 36 (41,9%), n=86 0,633* 126 048-3,29

MAT- microangiopatia trombética, *Teste Qui-quadrado, **Teste de Mann-Whitney, * mediana, TIF- tempo de isquemia fria,
DGF- delayed graft function, DSA — donor specific antibody, CMV- citomegalovirus, BKV — virus BK

Na tabela 3, observa-se que os pacientes com MAT tiveram um maior nivel de

DHL e menor nimero de plaquetas em relacéo ao controle.
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Tabela 3 - Caracteristicas laboratoriais nos grupos com MAT e sem MAT.

Variaveis Grupo p-valor Odolls 95% IC
MAT (N=22) SEM MAT (N=88) Ratio

Esquizdcitos, N 2 (9,1%) 3 (3,4%) 0,261* 2,83 0,44 - 18,1
(%)

Queda HB, N (%) 17 (77,3%) 62 (70,5%) 0,605* 1,43 0,48 - 4,27
Creatinina® 6,6 3,4 0,076** - -
DHL# 491,5 319,0 0,001** - -
Ndmero de 115 132,5 0,008** - -

plaquetas (x108)?

MAT- microangiopatia trombética, *Teste Qui-quadrado, **Teste de Mann-Whitney, ¢ mediana ,mg/d, # mediana U/L, HB-

R

hemoglobina, DHL- deidrogenase latica, ~ mediana.

Dose reduzida de tacrolimo foi utilizada em 9,1% (2/22) dos pacientes no grupo
dos casos e 28,4% (25/88) no controle. Nao houve diferenca do nivel sérico de

tacrolimo ou everolimo entre os grupos (Tabela 4).

Tabela 4 - Nivel sérico das medicagfes imunossupressoras nos pacientes com e sem MAT.

_ _ Grupos
Variaveis p-valor*
MAT (N=22) Sem MAT (N=88)
Nivel Tacrolimo* 9,25 (n= 22) 7,65 (n= 85) 0,434
Nivel Everolimo* 3,3 (n=19) 3,4 (n=42) 0,407

*teste de Mann- Whitney, # mediana, ng/dL, MAT- microangiopatia trombética.

Em relacdo a imunossupresséao utilizados imediatamente apés a cirurgia do
transplante, observou-se que tacrolimo em dose altat+ everolimo foi utilizado em
72,7% dos casos. No grupo controle o esquema mais utilizado foi a associacédo de
tacrolimo com micofenolato sédico, correspondendo a 40,9% dos individuos.

Ao se considerar a imunossupressao no dia da biopsia o esquema de tacrolimo
em dose alta+ everolimo manteve a mesma proporgéo de 72,7%.

Na tabela 5, estdo expostas as combinagdes de imunossupressao utilizadas
inicialmente pelo paciente. Pacientes que fizeram uso de tacrolimo com everolimo
apresentaram diferenca estatisticamente significante em relacdo aos grupos com e
sem MAT (p-valor: 0,004) com chance 4,4 vezes maior de desenvolver a

microangiopatia trombotica. Aqueles que fizeram uso de tacrolimo com micofenolato
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sbdico também apresentaram diferenca estatisticamente significante em relacdo aos
grupos (p-valor: 0,001) apresentando uma chance 93,1% menor de desenvolver a
microangiopatia trombaotica que aqueles que nao fizeram uso dessa combinacéo
(Tabela 5).

Pacientes que fizeram uso da dose padrédo de tacrolimo com everolimo
apresentaram diferenca estatisticamente significante em relagcéo aos grupos (p-valor:
0,001) com chance 5,15 vezes maior de desenvolver a microangiopatia trombdética.
Aqueles que fizeram uso de tacrolimo em dose padrdao com micofenolato sédico
também apresentaram diferenca estatisticamente significante em relagdo aos grupos
(p-valor: 0,002) apresentando uma chance 92,8% menor de desenvolver a
microangiopatia trombaotica que aqueles que nédo fizeram uso dessa combinacao
(Tabela 5).



Tabela 5 - Combinag&o da imunossupressao inicial utilizada pelos pacientes

com e sem MAT.
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Combinacéo inicial Grupos p- Odds Ratio 95% IC
MA (N=22) SEM MAT  valor*
N, % (N=88), N, %

TAC+EVL 17 (77,3%) 38 (43,2%) 0,004 4,47 1,51-13,21
TAC+ MYF 1 (4,5%) 36 (40,9%) 0,001 0,07 0,01-0,53
TAC+ MMF 0 (0%) 1 (1,1%) 1,000 - -
TAC+ SRL 1 (4,5%) 3 (3,4%) 1,000 1,35 0,13 - 13,634
TAC+ AZA 3 (13,6%) 7 (8%) 0,415 1,83 0,432 -7,726
TAC Padrdo +EVL 16 (72,7%)  30(34,1%) 0,001 5,16 1,83 - 14,54
TAC Padrdo + MYF 1 (4,5%) 35(39,8%) 0,002 0,07 0,01 - 0,56
TAC Padrdo + MMF 0 (0%) 1(1,1%) 1,000 - -

TAC Padrdo + SRL 1 (4,5%) 3 (3,4%) 1,000 1,35 0,13 - 13,63
TAC Padrdo + AZA 3 (13,6%) 6 (6,8%) 0,380 2,16 0,49-9/41
TAC Reduzida +EVL 1 (4,5%) 8 (9,1%) 0,684 0,48 0,06 - 4,02
TAC Reduzida + MYF 0 (0%) 1 (1,1%) 1,000 - -

TAC Reduzida + MMF 0 (0%) 0 (0%) - - -

TAC Reduzida + SRL 0 (0%) 0 (0%) - - -

TAC Reduzida +AZA 0 (0%) 1(1,1%) 1,000 - -

*teste qui-quadrado, TAC- tacrolimo em qualquer dose, TAC Padréo — tacrolimo dose padréo (0,2 mg/kg- dividido em duas
tomadas por dia), TAC Reduzida - tacrolimo dose reduzida (0,1 mg/kg- dividido em duas tomadas por dia), EVL- everolimo,
MYF — micofenolato sédico, MMF — micofenolato mofetil, SRL -sirolimo, AZA — azatioprina, MAT- microangiopatia trombética.
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Na tabela 6, estdo expostas as combinacdes de imunossupressao utilizadas
pelo paciente no momento da bidpsia. Pacientes que fizeram uso de tacrolimo com
everolimo apresentaram diferenca estatisticamente significante em relacdo aos
grupos (p-valor: 0,002) com chance 5,4 vezes maior de desenvolver a microangiopatia
trombotica. Aqueles que fizeram uso de tacrolimo com MYF também apresentaram
diferenca estatisticamente significante em relac&o aos grupos (p-valor: 0,001) (Tabela
6).

Pacientes que fizeram uso de dose padrédo de tacrolimo com everolimo
apresentaram diferenca estatisticamente significante em relagéo aos grupos (p-valor:
<0,001) com chance 6,36 vezes maior de desenvolver a microangiopatia trombotica.
Aqueles que fizeram uso de alta dosagem de tacrolimo com MYF também
apresentaram diferenca estatisticamente significante em relacéo aos grupos (p-valor:
0,004) (Tabela 6).

O esquema tacrolimo dose baixa + everolimo ndo aumentou a chance de MAT
tanto quando considerada imunossupressao utilizada inicialmente tanto aquela no

momento da biopsia (Tabelas 5 e 6).
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Tabela 6 - Combinagéo da imunossupressao utilizadas pelos pacientes com e sem MAT

no momento da bidpsia.

Combinacéo Grupos p-valor  Odds 95% IC
na Biopsia MAT (N=22)  SEM MAT(N=88) Ratio
N, % N, %
TAC+EVL 18 (81,8%) 40 (45,5%) 0,002 5,40 1,69 - 17,26
TAC+ MYF 0 (0%) 33 (37,5%) 0,001 - -
TAC+ MMF 0 (0%) 2 (2,3%) 1,000 - -
TAC+ SRL 1 (4,5%) 2 (2,3%) 0,492 2,05 0,18 - 23,67
TAC+ AZA 2 (9,1%) 7 (8%) 1,000 1,16 0,22 - 6,00
TAC Padrdo +EVL 16 (72,7%) 26 (29,5%) <0,001 6,36  2,24-18,06
TAC Padrdo + MYF 0 (0%) 25 (28,4%) 0,004 - -
TAC Padrio + MMF 0 (0%) 2 (2,3%) 1,000 - -
TAC Padrdo + SRL 1 (4,5%) 1(1,1%) 0,361 414  0,25- 68,98
TAC Padrdo + AZA 2 (9,1%) 5 (5,7%) 0,625 1,66 0,30-9,19
TAC Reduzida +EVL 2 (9,1%) 14 (15,9%) 0,520 0,53 0,11 - 2,52
TAC Reduzida + MYF 0 (0%) 8 (9,1%) 0,354 - -
TAC Reduzida + MMF 0 (0%) 0 (0%) - - -
TAC Reduzida + SRL 0 (0%) 1(1,1%) 1,000 - -
TAC Reduzida +AZA 0 (0%) 2 (2,3%) 1,000 - -

*teste qui-quadrado, TAC- tacrolimo em qualquer dose, TAC Padrao — tacrolimo dose padréo (0,2 mg/kg- dividido em duas
tomadas por dia), TAC Reduzida — tacrolimo dose reduzida (0,1 mg/kg- dividido em duas tomadas por dia), EVL- everolimo,
MYF — micofenolato sédico, MMF — micofenolato mofetil, SRL -sirolimo, AZA — azatioprina, MAT- microangiopatia trombética.

Considerando o imunossupressor isoladamente, ao avaliar a imunossupressao

inicial, os dois grupos em comparacéao apresentaram diferenca em relacédo ao uso de

everolimo (p-valor: 0,004) e micofenolato sédico (p-valor: 0,001). Aqueles que fizeram

uso de everolimo apresentaram uma chance 4,47 vezes maior de desenvolver a

microangiopatia trombotica, jA aqueles que fizeram uso de micofenolato sddico

apresentaram uma chance 93,4% menor de desenvolver a microangiopatia trombotica

gue aqueles que nao utilizaram (Tabela 7).
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Tabela 7 - Imunossupressores utilizados pelos pacientes com e sem MAT no momento de
pos-operatério imediato

Grupos
Variaveis MAT (N=22) SEM MAT (N=88) P-valor Odés 95% IC
Ratio
N(%) N(%)
TAC Padréo 21 (95,5%) 75 (85,2%) 0,294 3,64 0,45 - 29,45
TAC Reduzida 1 (4,5%) 10 (11,4%) 0,690 0,37 0,04 - 3,07
TAC 22 (100%) 85 (96,6%) 1,000 - -
EVL 17 (77,3%) 38 (43,2%) 0,004 4,47 1,51-13,21
MYF 1 (4,5%) 37 (42%) 0,001 0,07 0,01-0,51
MMF 0 (0%) 3 (3,4%) 1,000 - -
SRL 1 (4,5%) 3 (3,4%) 1,000 1,35 0,13- 13,63
CSA 0 (0%) 3 (3,4%) 1,000 - -
AZA 3 (13,6%) 7 (8%) 0,415 1,83 0,43-7,73

*teste qui-quadrado, TAC- tacrolimo em qualquer dose, TAC Padréo — tacrolimo dose padrédo (0,2 mg/kg- dividido em duas
tomadas por dia), TAC Reduzida — tacrolimo dose reduzida (0,1 mg/kg- dividido em duas tomadas por dia), EVL- everolimo,
MYF — micofenolato sédico, MMF — micofenolato mofetil, SRL -sirolimo, CSA- ciclosporina, AZA — azatioprina, MAT-

microangiopatia trombotica

Ao avaliar a imunossupresséo utilizada no momento da biépsia, os dois grupos

apresentaram diferenca estatisticamente significante também em relacdo ao uso de

everolimo (p-valor: 0,001) e MYF (p-valor: 0,002). Aqueles que fizeram uso de

everolimo apresentaram uma chance 6,94 vezes maior de desenvolver

a

microangiopatia trombdtica, ja aqueles que fizeram uso de MYF apresentaram uma

chance 92,4% menor de desenvolver MAT que aqueles que néo utilizaram. (tabela 8)
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Tabela 8 - Imunossupressores utilizados pelos pacientes com e sem MAT no
momento da bidpsia.

Grupos
Variaveis MAT(N=22) SEM MAT(N=88) p-valor Odés 95% IC
N(%) N(%) Ratio
TAC Padrao 19 (86,4%) 59 (67%) 0,074 3,11 0,85- 11,38
TAC Reduzida 2 (9,1%) 25 (28,4%) 0,060 0,25 0,05- 1,16
TAC 21 (95,5%) 84 (95,5%) 1,000 1,00 0,11-9,42
EVL 19 (86,4%) 42 (47,7%) 0,001 6,94 1,91 - 25,14
MYF 1 (4,5%) 34 (38,6%) 0,002 0,08 0,01 - 0,59
MMF 0 (0%) 4 (4,5%) 0,582 - -
SRL 1 (4,5%) 2 (2,3%) 0,492 2,05 0,18 - 23,67
CSA 0 (0%) 3 (3,4%) 1,000 - -
AZA 2 (9,1%) 7 (8%) 1,000 1,18 0,22 - 6,00

*teste qui-quadrado, TAC- tacrolimo em qualquer dose, TAC Padréo — tacrolimo dose padréo (0,2 mg/kg- dividido em duas
tomadas por dia), TAC Reduzida — tacrolimo dose reduzida (0,1 mg/kg- dividido em duas tomadas por dia), EVL- everolimo,
MYF — micofenolato sédico, MMF — micofenolato mofetil, SRL -sirolimo, CSA- ciclosporina, AZA — azatioprina, MAT-
microangiopatia trombatica.

Houve diferenca significativa entre as variaveis de desfecho, mostrando que ha
um percentual maior de pacientes que chegaram a Obito dentre aqueles que
apresentaram MAT (Grafico 2).

Dentre os MAT ha uma concentragdo maior de pacientes que chegaram a 6bito

ou que tiveram perda de enxerto, somando 59,1%.
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Gréfico 2 - Desfechos dos pacientes com e sem MAT no momento da biépsia até
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O percentual de mortes foi de 22,7% pacientes dentre 0s que apresentaram

MAT contra 5,7% dos que nao apresentaram (Tabela 9).

Tabela 9 - Resumo do processamento do nimero de 6ébitos dos pacientes com e sem MAT

N de Obitos Censurado
Grupo N total
n % n %
MAT 5 22, 7% 17 77,3% 22
SEM MAT 5 5,7% 83 94,3% 88
Geral 10 9,1% 100 90,9% 110

MAT- microangiopatia trombotica

Houve diferencga na distribuicdo da sobrevida nos pacientes MAT e sem MAT

(p-valor: 0,001) e, conforme apresentado na tabela 10, pacientes com MAT possuem

uma meédia de sobrevida menor que os pacientes sem MAT (92,88 vs. 174,52,

respectivamente).
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Tabela 10 - Médias de tempo de sobrevida dos pacientes com e sem MAT

Intervalo de confianca de 95%

Grupo Estimativa Erro
Limite inferior Limite superior
MAT 92,88 15,81 61,90 123,86
SEM MAT 174,52 13,59 147,87 201,16
Geral 166,49 13,39 140,24 192,73

MAT- microangiopatia trombotica

Dessa forma, pode-se observar que o grupo sem MAT possuiu uma distribuicéo

de sobrevida mais favoravel (Grafico 3).

Grafico 3 - Curva Kaplan-Meier de sobrevida dos pacientes com e sem MAT
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O percentual de perda de enxerto foi de 47,1% pacientes dentre 0s que

apresentaram MAT contra 18,1% dos que nao apresentaram (Tabela 11).
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Tabela 11 - Processamento de dados de perda de enxerto dos pacientes com e sem MAT

N de Eventos Censurado
Grupo N total
N % N %
MAT 8 47.1% 9 52,9% 17
SEM MAT 15 18,1% 68 81,9% 83
Geral 23 23,0% 77 77,0% 100

MAT- microangiopatia trombotica

Pelo teste log rank, houve diferenca na distribuicdo da sobrevida do enxerto

nos dois grupos, os pacientes MAT apresentaram perda mais precoce do enxerto (p-

valor: 0,003), com média de sobrevivéncia menor que os pacientes sem MAT (77,4

vs. 127,6, respectivamente), conforme apresentado na tabela 12.

Tabela 12 - Médias de tempo de sobrevida do enxerto renal dos pacientes
com e sem MAT

Intervalo de confianca de 95%

Grupo Estimativa Erro Limite inferior Limite superior
MAT 77,41 17,30 43,51 111,312
SEM MAT 127,66 18,69 91,02 164,30
Geral 115,16 16,78 82,26 148,06

MAT- microangiopatia trombotica

Pode-se observar na curva de sobrevida, no gréfico a seguir, que o grupo sem

MAT apresentou enxerto funcionante por maior tempo (Grafico 4).



Gréfico 4 - Curva Kaplan-Meier de sobrevida do enxerto renal dos pacientes
com e sem MAT
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho mostrou um aumento de 5,4 vezes de chance de
microangiopatia trombotica com o uso da associacao de tacrolimo e everolimo. No
entanto, quando o tacrolimo foi prescrito em dose reduzida, associado ao everolimo
ndo houve associagdo com MAT. Foi demonstrado também prognéstico mais
reservado nos pacientes que desenvolveram MAT, com perda mais precoce do
enxerto ou maior chance de obito.

Ha trés publicacdes que demonstraram associa¢cdo entre o uso de tacrolimo e
everolimo com MAT. O primeiro foi um relato de caso de um paciente na india em pés-
operatorio de transplante renal (PRATAP et al., 2007). O segundo evidenciou MAT
em 29% dos pacientes que utilizaram tacrolimo + everolimo para profilaxia e doenca
do enxerto versus hospedeiro apoés transplante de medula 6ssea (PLATZBECKER et
al., 2009). No nosso estudo, apesar de ser um tipo diferente de transplante e outra
metodologia, 77,3% dos pacientes com MAT estavam em uso de tacrolimo e
everolimo. O terceiro é uma série de cinco casos de transplantados de pulméo que
desenvolveram a doenca apdés o uso dessa imunossupressédo. Lovric et al. (2011),
avaliaram 67 individuos que utilizaram tacrolimo + everolimo e 59, micofenolato e
tacrolimo. Nenhum deles desenvolveu a afec¢do neste ultimo grupo. Até o momento,
nao encontramos nenhum estudo longitudinal, no ambito do transplante renal, que
utilizaram estas drogas.

Outras combinacdes de inibidor de calcineurina com inibidor de mTOR ja foram
avaliadas para associagdo com MAT. Em série de casos, foram descritos trés
pacientes que desenvolveram MAT em uso de ciclosporina com sirolimo e um em uso
de tacrolimo com sirolimo (ROBSON et al., 2003).

Em uma coorte retrospectiva para identificar fatores de risco para MAT em
pacientes transplantados de pulmdo, os preditores independentes foram:
imunossupressao com sirolimo e inibidores de calcineurina, histéria de MAT prévia e
sexo feminino (HACHEM et al., 2006). Fortin et al. encontraram um risco relativo para
o desenvolvimento de MAT de 16,1 (intervalo de confianca 95%: 4,3- 60,8) para
pacientes usando ciclosporina com sirolimo quando comparado com grupo usando
tacrolimo e micofenolato de mofetil (FORTIN et al., 2004).

Os resultados do nosso estudo reunido com outros dados citados corroboram

a hipétese de que associacéo de inibidores de calcineurina com inibidor de mTOR
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potencializam o dano a microvasculatura renal. Inicialmente os ICAs causam lesao
endotelial direta seguida da reducdo da reparacao vascular pelo uso de imTOR.
Sartelet et al. sugeriram que a MAT causada por sirolimus s0 é possivel na presenca
de algum fator causando dano prévio em vasos (SARTELET et al., 2005).

Apesar da evidéncia do surgimento da MAT com a associagao de inibidores da
calcineurina com everolimo, quando utilizamos dose reduzida do tacrolimo, nao
observamos aumento de risco para a doenca. Uma explicacdo para isso seria que a
lesdo endotelial secundaria ao uso de inibidores de calcineurina seja dose-
dependente. Uma série de casos mostrou melhora histolégica da arteriolopatia
secundéria a ICAs ap6s conversdo da imunossupressédo tacrolimo dose padréo e
MMF para tacrolimo dose reduzida e everolimo (MIURA et al., 2015).

Regimes de imunossupresséo que permitam reducédo da dose de ICAs podem
ser benéficos para minimizar efeitos deletérios em microvasculatura (EKBERG et al.,
2007; PASCUAL et al., 2010). Em modelo animal foi observado que associagcédo de
ICAs e inibidor da mTOR sé&o sinérgicos para prevencao de rejeicdo aguda e tinham
melhor eficacia quando a dose da primeira classe era reduzida (DIEM; et al., 1997).
Avaliagdes farmacocinéticas demonstraram maior area sob a curva de tacrolimo ao
se associar com sirolimo possibilitando uma menor exposi¢ao ao ICA (UNDRE, 2003;
PASCUAL et al., 2010). Apesar de a maioria dos ensaios clinicos que associaram
inibidor da mMTOR a ICA utilizarem dose reduzida deste dltimo nenhum deles
evidenciou efeitos adversos severos com nenhuma dose (LANGER et al., 2012;
NAKAMURA et al., 2015; MALLAT et al., 2017; PASCUAL et al., 2018). Por esse
motivo, em nosso estudo, pacientes utilizaram tanto dose padrdo quanto dose
reduzida de tacrolimo.

Nakamura et al. compararam biépsias em trés momentos diferentes do pos-
transplante de pacientes que usaram everolimo com baixa dose de ciclosporina com
pacientes em uso de MMF e dose padrao de ciclosporina. A sobrevida do enxerto
renal foi de 80% no grupo com everolimo e 75% no grupo com MMF (NAKAMURA et
al., 2015). Em nosso estudo, a sobrevida do enxerto e do paciente foi menor no grupo
de pacientes com MAT, porém 72,7% dos casos utilizaram ICA em dose padréo.

Um ensaio clinico randomizado, multicéntrico, avaliou a ndo inferioridade entre
o everolimo com tacrolimo em dose reduzida e tacrolimo com micofenolato sédico e
mostrou resultados semelhantes em relacdo a auséncia de rejeicdo aguda

evidenciada em biopsia e funcdo renal. Aléem disso, teve menor incidéncia de
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infecgdes por CMV e BKV no grupo tacrolimo e everolimo. As doses foram ajustadas
para manter o nivel sérico de tacrolimo dose baixa entre 4-7 ng/ml nos primeiros dois
meses, de 2-5 ng/ml entre o terceiro e sexto més e entre 2-4 ng/ml apds o sexto més.
Para o grupo que foi utilizado micofenolato sodico, o nivel sérico preconizado foi de
8-12 ng/ml nos dois primeiros meses, entre 6-10 ng/ml entre o terceiro e sexto més e
entre 5-8 ng/ml apés o sexto més. Foi encontrado maior risco de eventos
tromboembdlicos e tromboticos no grupo do everolimo porém estes ndo foram
especificados (risco relativo de 1,41 com IC de 95%: 1,08- 1,84) (PASCUAL et al.,
2018). Dessa forma, ndo podemos concluir se esses eventos foram MAT, a
semelhanca do nosso estudo.

Nosso servico optou pelo uso de tacrolimo e everolimo como esguema
imunossupressor padrao, pelo beneficio ja documentado em reducéo de infeccéo pelo
virus do CMV sem prejuizo da funcdo do enxerto. A incidéncia da infecdo pelo
citomegalovirus foi de 27% entre os pacientes submetidos a transplante renal entre
2011 e 2012 no RHP, conferindo aumento da taxa de internamento, com tempo de
permanéncia elevado. Sessenta e cinco por cento desses pacientes faziam uso de
tacrolimo e micofenolato (NEVES et al., 2014). Em metanalise para avaliar incidéncia
de infeccdo por CMV e BKV, Mallat et al. fizeram dois tipos de comparacao:
imunossupressao com inibidor da mTOR x com ICA; - imunossupressao com inibidor
da mTOR+ dose reduzidas de ICA x dose padrédo de inibidor de ICA+ micofenolato ou
azatioprina. Apos analise de 28 ensaios clinicos randomizados os autores concluiram
gue o uso de esquemas gque incluiu inibidor da mTOR reduziram a incidéncia de
infeccdo por CMV; sem diferenca de perda de enxerto, rejeicdo celular aguda ou
eventos adversos sérios entre 0s esquemas. Houve aumento de proteindria e de
complicacBes relacionadas a cicatriza¢do da ferida cirdrgica e ndo houve relato de
casos de MAT (MALLAT et al., 2017).

Enquanto em paises desenvolvidos principal causa de morte dos
transplantados renais € doenca cardiovascular, no Brasil sdo as doencas infecciosas
(RUPPEL et al., 2018). Por esse motivo, consideramos que regimes de
imunossupressao que reduzam frequéncia de episédios de infec¢do sao boas opcdes
em Nnosso meio.

Diferente de outros estudos, encontramos de modo significativo, no grupo MAT,
mais pacientes do sexo masculino. Estudo observacional retrospectivo realizado no

estado de Sao Paulo descreveu caracteristicas de transplantados que evoluiram com
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MAT ap0s transplante e foi observado que 65% dos pacientes eram do sexo feminino
(OYEN et al., 2006; CAIRES et al., 2012). Por outro lado, excetuando o sexo, 0S
grupos eram homogéneos, pois ndo existiu diferencas relacdo a idade, etiologia da
doenca renal, tempo da biopsia, tipo de transplante e tempo de isquemia fria. Também
nao encontramos mais infecgdes que incluiu CMV ou DSA que poderia ter aumentado
e influenciado o aumento MAT.

No nosso estudo, metade dos casos de MAT ocorreram em 2015, e em 2016
optou-se por reduzir a dose de tacrolimo quando associado ao inibidor da mTOR. Essa
alteracdo pode ter influenciado a menor incidéncia de MAT pds transplante renal nos
pacientes estudados apos 2016.

N&o encontramos diferenca no nivel sérico do tacrolimo e everolimo entre 0s
grupos. E possivel que os varios esquemas de imunossupresséo que foram aplicados
aos dois grupos com dose alta ou baixa de tacrolimo ndo tenha possibilitado o
aparecimento de diferencas importantes. No nosso estudo, consideramos com dose
reduzida de tacrolimo 0,1 mg/kg/dia enquanto dose padrdo era o dobro disso.
Posteriormente a dose era ajustada para obtencédo de nivel entre 3-5ng/dL e 8-10
ng/dL. No entanto nem sempre isso foi alcancado. Uma provavel explicacéo foi que,
por tratar-se de estudo observacional, a adesao ao tratamento pelos pacientes nao
pode ser comprovada.

O presente estudo teve limitacbes, como se tratar de um observacional de
natureza retrospectiva e a auséncia da realizacdo de painel genético para SHUa. O
achado de mutacBes genéticas consideradas patogénicas para essa condicdo pode
demonstrar maior vulnerabilidade de MAT associada a SHUa. Le Quintrec et al.
detectaram que 29% de pacientes com MAT de novo possuiam alteracfes genéticas
em proteinas regulatérias do sistema complemento (LE QUINTREC et al., 2008). No
entanto, a populacéo brasileira é miscigenada e pode nao ter o mesmo perfil genético
gue as populacdes estudos realizados em outros paises, em sua maioria europeus ou

norte-americanos.
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7 CONCLUSOES

* Imunossupressdo com tacrolimo combinado com everolimo esté
associada a MAT em pacientes transplantados renais;

» A incidéncia de MAT no servico de transplante renal do RHP foi maior
no ano de 2015;

* Aincidéncia de MAT em pacientes transplantados renais foi maior em
pacientes transplantados renais sob regime de imunossupressao
tacrolimo dose padrdo com everolimo e menor naqueles com tacrolimo
e micofenolato sodico;

» Pacientes transplantados renais com MAT tinham nivel sérico maior de
everolimo;

+ O tempo de sobrevida do paciente e do enxerto renal foi maior entre 0s

pacientes sem MAT.
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. Data do Transplante:
. Tipo de transplante: ( ) DOADOR VIVO () DOADOR FALECIDO
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APENDICE A - FICHA PARA COLETA DE DADOS

. Nome do paciente: Reg.:
. Biopsia: () Com MAT () Sem MAT - DATA DA BX:

. Data de Nascimento:

. Idade ao transplantar:
. Sexo: () MASCULINO ( ) FEMININO
. Etiologia da DRC: Bidpsia prévia:

Tempo de isquemia fria:

Numero de Mismatches de HLA:

DSA PRE-FORMADO: ( )SIM  ( )NAO

SE SIM, QUE MFI?:

IMS inicial: ( )FK ( )EVL ( )PRED ( )MYF ( )MMF ( )SRL ( )CSA ()AZA
IMSdiadaBx: ( )JFK ( )EVL ( )PRED ( )MYF ( )MMF ( )SRL ( )CSA ( )AZA
Nivel sérico de FK:

Nivel sérico de EVL:

Nivel sérico de SRL:

Internamento por infec¢@o nos primeiros 6 meses do TX:

Infec¢@o por CMV: - PCR PARA CMV:

Infeccdo por BKV:

Outras infecgbes?:

DGF?:

Creatinina:

DHL

Esquizécitos:

Queda de HB 1 semana apés o TX? ( )SIM ( )NAO

PLAQUETOPENIA?

Desfecho: (. ) 6bito. ( )Perda de enxerto. ( ) Clearance de creatinina
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