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Resumo

Monteiro V' S. AVALIAGAO DOS NIVEIS SERICOS DE sCD40, sCD40L E s4-1BB
NA INSUFICIENCIA CARDIACA AVANGADA E APOS O TRANSPLANTE
CARDIACO. Szo Paulo 2017. [Tese] Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP)

Introducgao: Insuficiéncia cardiaca (IC) € um dos principais problemas de saude
publica em todo o mundo. Embora grandes avangos tenham sido alcangados no
tratamento, o progndstico da IC avangada é reservado, sendo o transplante cardiaco
a principal terapia para esse estagio de doenca. A rejeicdo tem grande
responsabilidade na mortalidade dos pacientes transplantados e o método de
diagndstico € invasivo por meio de bidpsia endomiocardica. Sabe-se da associagéo
da resposta inflamatéria tanto na doenga cardiovascular como no desenvolvimento
de rejeicao de orgaos. Objetivo: Avaliar os niveis séricos de sCD40, sCD40L e s4-
1BB na insuficiéncia cardiaca avancada e apds o transplante cardiaco. Métodos:
Foram estudados prospectivamente 38 pacientes com IC e submetidos a transplante
cardiaco no periodo de agosto de 2015 a setembro de 2016 no Instituto de Medicina
Integral Professor Fernando Figueira (IMIP). Quinze pacientes tiveram marcadores
inflamatorios dosados no ante e apos transplante e dezessete tiveram a dosagem
apenas no pos-tranplante. Foram incluidos seis pacientes com rejeicdo aguda ao
enxerto. Destes, quatro pacientes apresentaram rejeicdo em biopsia cardiaca antes
mesmo da bidpsia protocolar de 30 dias e quatro apresentaram rejeicdo durante o
followup. O grupo controle foi composto por 19 individuos saudaveis com idade entre
18 e 60 anos sem historia clinica de doenga cardiovascular ou outras comorbidades.
A dosagem no plasma de s4-1BB, sCD40L e sCD40 foi realizada por enzyme linked
immunosorbentassay (ELISA). Testes de Mann-Whitney foram usados para analise
de medianas entre os grupos e de Wilcoxon para analise pareadas. As variaveis de
distribuicdo normal foram apresentadas em média e desvio padrdo. Foi utilizado o
teste t para a comparagdo das meédias entre grupos. Foi considerado significante
valores de p<0.05. Toda a anadlise estatistica foi realizada através do
GraphPadPrism v6.0 Resultado: A rejeicdo ocorreu em 2 (6,26%) dos pacientes

estudados dentro dos primeiros 30 dias apds o transplante cardiaco. Nao houve
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diferenca significativa entre idade, sexo, comorbidades como hipertensdo ou
diabetes e etiologia da miocardiopatia dilatada nos grupos com e sem rejei¢ao.
Niveis séricos de sCD40, sCD40L e s4-1BB foram significativamente maiores nos
pacientes com IC avangada com relagdo aos controles saudaveis (p < 0,0001 para
todos). N&o houve diferenga nos niveis séricos sCD40 (p = 0,74) e sCD40L (p =
0,44) entre os grupos com e sem rejeicdo. Os niveis de s4-1BB foram reduzidos de
forma significativa nos pacientes com rejeicdo aguda quando comparados ao sem
rejeicao (p = 0,02). Os indices sCD40/PCR e s4-1BB/PCR foram significativamente
elevados no grupo com rejeicdo (p = 0,02 e p = 0,0001). Conclusao: Concluiu-se
que o0 sCD40, sCD40L e s4-1BB sdo marcadores de doenca cardiaca
descompensada. O 4-1BB pode ser um potencial biomarcador de rejeicdo aguda do
miocardio. A associacado de sCD40 e s4-1BB com a proteina C reativa apresenta ser
um boa estratégia de analise na doenga grave do miocardio.

Palavras chaves: Insuficiéncia cardiaca — Antigenos CD40 - Ligante de CD40 — Antigenos

CD137 — Rejeicao de enxerto — Transplante de coragéo
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Abstract

Monteiro V S. EVALUATION OF SERUM LEVELS OF sCD40, sCD40L and s4-1BB in
advanced heart failure anda after heart transplant. S&do Paulo 2017. [Tesis]
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP)

Heart failure is one of the most important problems in public health. Although big advances
had been reached in treatment, the prognosis of advanced heart failure is still reserved and
the heart transplant is the main therapy for this stage of desease. Allograft rejection is
responsable for mortality in transplantation patients and the diagnosis of this complication is
made through an invasive diagnostic method — the cardiac biopsy. The inflamatory response
has been described in cardiovascular desease and in allograft rejection process. The
objective of this study is to evaluate levels of sCD40, sCD40L and s4-1BB in advanced heart
failure and post heart transplant. The study population comprised 38 patients undergoing
heart transplant between september, 2015 and september, 2016 at Instituto de Medicina
Integral Professor Fernando Figueira (IMIP), Recife, Pernambuco, Brazil. Fifteen patients
had biomarkers dosed before heart transplant and seventeen patients had dosed just after
procedure. Four patients were enrolled in the study for clinical suspicion of rejection
confirmed by cardiac biopsy and other two patients were submitted to biopsy before 30 days
of transplant because had clinical suspicion of rejection. Nineteen health persons composed
the control group with age between 18 and 60 years. Plasma dosage of sCD40, sCD40L e
s4-1BB was made by enzyme linked immunosorbentassay (ELISA). Mann-Whitney test,
Wilcoxon and t test were used to analyse dates. Statistical analysis used GraphPad®Prism6
and the value p < 0,05 was considered statistical significant.

Allograft rejection occurred in 6,26% of studied patients. There was no statistical difference in
age, sex, comorbities as hypertension, diabetes or etiology of cardiomyopathy. Serum levels
of sCD40, sCD40L e s4-1BB were higher in patients with advanced heart failure comparing
to controls (p < 0,0001). There was no difference in these levels f sCD40 (p = 0,74) e
sCD40L (p = 0,44) between groups with and without rejection. Levels of s4-1BB were
significantly lower in patients with allograft rejection (p = 0,02).The sCD40/PCR and s4-
1BB/PCR indexs were significantly higher in the group of patients with allograft rejection (p =
0,02 e p = 0,0007). We concluded that sCD40, sCD40L e s4-1BB are biomarkers of severe
heart failure. The serum level of s4-1BB could be a potential biomarker of allograft rejection
and the association of sCD40 and s4-1BB with PCR could be a better strategy to this.

Key words: Heart faliure— sCD40 — CD40L — CD-137 - Allograft rejection — Heart transplant
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1. INTRODUCAO

1.1 Insuficiéncia Cardiaca

Insuficiéncia cardiaca (IC) € uma sindrome clinica caracterizada por dispnéia
aos esforgos, edema de membros inferiores e fadiga, resultado de alteragcéo
estrutural ou funcional do coracéo’. Trata-se da via final da maioria das doencas que
acomete o coragao, sendo um dos principais problemas de saude publica em todo o
mundo?.

Na América latina, a incidéncia de IC &€ de 199 novos casos para cada
100.000 habitantes por ano®. No Brasil, € a principal causa cardiovascular de
internagdo hospitalar, sendo responsavel, em 2007, por 2,6% de todas as
hospitalizacdes do SUS no Brasil’>. Sua prevaléncia é extremamente elevada,
atingindo 1% da populagdo mundial e até 10% dos individuos maiores que 70 anos
de idade®. Estima-se crescimento de aproximadamente 46% na prevaléncia de IC
entre 2012 e 2030, fato esse relacionado ao aumento na expectativa de vida*.

A principal causa de insuficiéncia cardiaca no Brasil € a miocardiopatia
dilatada de etiologia isquémica seguido da hipertensiva, idiopatica, valvar e
chagésica4. Em diferentes regides do pais, existe diferenca de distribuicdo de acordo
com a etiologia da mesma. No nordeste do pais, a miocardiopatia isquémica
também é a mais prevalente, entretanto, a miocardiopatia idiopatica ultrapassa a
hipertensiva com relagao a prevaléncia na regiéo“.

Existem diversos tipos de classificagdo da IC. As classificacbes mais
comumente utilizadas s&o: (i) Por tempo do inicio dos sintomas em aguda e crénica;
(i) Por fracdo de ejegao (FE) de ventriculo esquerdo em IC FEn (normal), IC FEr
(reduzida) e IC FEmr (moderadamente reduzida); (iii) Por severidade dos sintomas e
grau de tolerancia ao esforgo fisico — classe funcional (CF) pela NYHA (New York
Heart Association) — variando de | a IV'. Pacientes em classe funcional Ill e IV s&o
também denominados pacientes com IC avangada, ou seja, aqueles com sintomas
graves, descompensacdes frequentes e significativa disfungdo ventricular', sendo
esses pacientes a populacdo de estudo neste trabalho.

Embora grandes avancos tenham sido alcangados nas ultimas décadas no

tratamento da IC, o progndstico de pacientes com IC avangada ainda continua



reservado com alto indice de hospitalizacdes e mortalidade elevada®. Pacientes
hospitalizados com IC tém mortalidade em um ano estimada em 17% e, nesse
estagio de doenga, pouca efetividade existe em termos de tratamento clinico”.

Diversos escores preditivos de sobrevida sido utilizados para pacientes com
IC crbénica, sendo o Heart FailureSurvival Score (HFSS) e Seattle Heart
FailureModel(SHFM), os mais utilizados®. Esses escores ajudam na decisdo da
inclusdo na lista de transplante cardiaco, terapia esta, consagrada para casos de IC
avangada®.

1.2 Transplante Cardiaco

O transplante (Tx) cardiaco € a principal terapia para a IC avangada refrataria
ao tratamento clinico. Nesse estagio da doenga, somente essa terapéutica € capaz
de melhorar qualidade de vida dos pacientes, além de oferecer maior sobrevida aos
mesmos.’

O primeiro Tx em seres humanos foi realizado em 1967 pelo cirurgido
cardiovascular Christiaan Neethling Barnard, na Cidade do Cabo, Africa do Sul. Esse
foi o primeiro Tx cardiaco homélogo ortotépico no mundo e que teve uma sobrevida
de apenas 17 dias®.

No Brasil, em 26 de marg¢o de 1968, o Professor E. J. Zerbini realizou em Sao
Paulo, o primeiro Tx cardiaco da América Latina com sucesso. O paciente era
portador de miocardiopatia dilatada de etiologia chagasica®. Desde entdo, a técnica
do procedimento tem sido aprimorada com um numero crescente a cada ano (Figura
1), assim como o tratamento imunossupressor, reduzindo drasticamente o numero
de complicacdes relacionadas ao procedimento®. Em Pernambuco, o primeiro Tx de
coragao foi realizado em agosto de 1991 por Dr. Carlos Moraes, cirurgido

cardiovascular atuante até os dias atuais.
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Figura 1 — Numero de transplantes realizados no Brasil por ano de realizagéo.
Fonte: Registro brasileiro de transplante: ano XXIIl n* 2°

Atualmente (2017), o Estado de Pernambuco ocupa o segundo lugar entre os
estados que mais realizam esse tipo de procedimento no Brasil® (Figura 2).0
Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP) iniciou o programa
de transplante cardiaco em junho de 2012 e hoje tornou-se o terceiro segundo
centro transplantador de coracdo do Brasil®. Foram realizados desde o inicio do
programa até setembro de 2016, 102 transplantes de coragdo com uma mortalidade
de 14,3% neste ultimo ano — taxa esta que se equivale a de paises do primeiro
mundo'®. Em termos proporcionais ao nimero de habitantes do estado, Pernambuco
ocupa o segundo lugar em numero de transplantes no Brasil, estando atras apenas

do Distrito Federal (Figura 3).
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O Tx de coracao esta indicado quando o paciente € portador de IC classe
funcional IV da NYHA e é refratario a terapia clinica convencional®’. De acordo com
a |l Diretriz Brasileira de Transplante Cardiaco, € considerado classe | de indicagao
aos seguintes pacientes: (i) IC refrataria na dependéncia de drogas inotropicas e/ou
de suporte circulatorio e/ou ventilagdo mecanica; (ii) Ventilagdo de Oxigéncio (VO,)
pico < 10 ml/Kg/min; (iii) Doenga isquémica com angina refrataria sem possibilidade
de revascularizagdo; (iv) Arritmia ventricular refrataria; (v) Classe funcional Il/IV
persistente®’.

E considerado classe lla de indicacdo aos seguintes pacientes: (i) Teste da
caminhada dos 6 minutos < 300 metros; (ii) Uso de beta bloqueador com VO2 pico <
12 ml/Kg/ min; (iii) Sem uso de beta bloqueador com VO2 pico < 14 ml/ Kg/min; (iv)
teste cardiopulmonar com relacéo VE/ VCO2 > 35 e VO2 pico < 14 mI/Kg/minG.

As complicacdes relacionadas a fase precoce ou tardia do transplante
interferem diretamente na sobrevida dos pacientes. Doengas como Diabetes,
dislipidemia, hipertensdo, osteoporose, complicagbes infecciosas, malignidade e
insuficiéncia renal estéo entre as principais complicacdes®.

A sobrevida poés-transplante é variavel nos diferentes centros e paises.
Segundo dados da ISHLT, a sobrevida em 1 ano dos pacientes transplantados na
América Latina é em torno de 70%°. As complicacdes em curto e médio prazo
impactam diretamente na sobrevida dos mesmos, dentre elas, destaca-se a rejeicao

aguda e grave®.

1.3 Rejeicao cardiaca

A despeito de significativo aprimoramento na terapia imunossupressora, a
rejeicdo, que ocorre principalmente no primeiro ano apos o transplante cardiaco,
ainda € uma das principais responsaveis pela mortalidade dos pacientes
transplantados."”

O esquema triplice incluindo corticosteroides, inibidor da calcineurina e anti-
proliferativo ainda € o mais aceito e universalmente utilizado®. Os corticosteroides

s&o utilizados em altas doses na fase inicial do transplante cardiaco e, em geral,



mantido até o sexto més apos o procedimento. Atuam regulando fungdo de
leucdcitos, citocinas, moléculas de ades3o e fatores de crescimento®.

Os inibiodores da calcineurina sdo a ciclosporina e o tacrolimus. O
mecanismo de ac¢do dessas drogas € a inibicdo da sintese de IL-2 pela célula T. O
tacrolimus € o inibidor da calcineurina mais utilizado em nosso meio, com a
vantagem de menor incidéncia de efeitos colaterais e, em alguns estudos,
diminuico de rejeicdo do enxerto'.

Os antiproliferativos sdo representados pela azatioprina e micofenolato.
Estudos comparativos entre essas duas drogas tém demonstrado superioridade do
micofenolato em relagdo a incidéncia de rejeicdo. Em relagdo a pacientes
chagasicos, existe duvida desse beneficio uma vez que estudos demonstraram
maior percentual de reativagdo de doencga de chagas em usuarios de micofenolato
em relacdo aos que usavam azatioprina.'> #1516

Uma quarta classe de drogas imunossupressoras pode ser utilizada em
substituicdo aos inibidores da calcineurina, que sdo os inibidores do sinal de
proliferagdo, classe a qual pertencem o sirolimus e o everolimus. Essas drogas
interferem com inumeros mecanismos no sistema imune, como proliferacao celular,
apoptose, producdo de mediadores inflamatorios®. E a classe mais nova dos
imunossupressores e ainda ndo entra na maioria dos esquemas terapéuticos no
Brasil®. A adequada terapia imunossupressora é fundamental para a manutencéo do
enxerto e menor chance de complicagdes relacionadas a rejeigéo”.

A rejeigcao pode ser classificada de acordo com o padréo de resposta imune
estabelecida contra o enxerto, que pode ser celular, humoral ou mista. A rejeicéo
celular é caracterizada por infiltrado inflamatorio linfo-histiocitario nos seus mais
variados graus. Classificada em trés tipos de acordo com a agressividade desse
infiltrado inflamatério (1R: infiltrado pouco exuberante, sem acometimento de
cardiomiocitos ou com foco unico; 2R: dois ou mais focos de agressdo dos
cardiomiocitos e 3R: infiltrado polimorfo podendo ocorrer vasculite, hemorragia e
necrose de miécitos)s. A mudanca terapéutica depende dos achados
histopatoldgicos associados aos achados ecocardiograficos de disfungao ventricular
ou nao®. Pacientes sem disfuncdo e com classificacdo até 1R na bidpsia em geral
ndo requerem intervencao terapéutica®. Para o diagndstico de rejeigdo humoral, faz-

se necessario, além dos achados histopatolégicos caracteristicos, a detecgao de



anticorpos circulantes contra o soro do doador associado a quadro clinico sugestivo.
Em geral, esse tipo de rejeicdo ocorre em individuos previamente sensibilizados e

tem a tendéncia a ser mais grave com relacéo a rejeicéo celular'”.

Figura 4 — Achados histopatoldgicos de biopsia endomiocardica: auséncia de rejei¢ao.
Fonte: Heart Transplant Rejection Pathology, autor: Joseph J Maleszewski



Figura 5- Achados histopatoldgicos de biopsia endomiocardica: rejeicdo grave (3R)
caracterizada pelo dano dos midcitos. Fonte: Heart Transplant Rejection Pathology, autor:
Joseph J Maleszewski
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O padrdo ouro para a deteccdo de rejeicdo do enxerto € a biopsia
endomiocardica, que € realizada por meio de puncao venosa central e exérese de
tecido cardiaco do ventriculo direito com posterior anlise histopatolégica'’. E rotina
na avaliagdo dos pacientes transplantados e a sua periodicidade é realizada de
acordo com protocolo proprio de cada instituicdo. Novas técnicas menos invasivas
para a deteccado de rejeicao tem sido aprimoradas'” & 1°.

O ecocardiograma com doppler tissular mostrou-se ser bom preditor de
rejeicdo quando comparado ao doppler convencional. Estudo brasileiro evidenciou
que esse método tem sensibilidade de 88% e valor preditivo negativo de 92% para o
diagndstico de rejeicéo classificada com 3A ou mais pela bidpsia endomiocardica'®.

Dados de ressonancia cardiaca como edema miocardico acentuado e
aumento do volume diastolico final de VD s&o excelentes preditivos de rejeicéo
cardiaca > 2R, segundo estudo que compara esse método com a bidpsia
endomiocardica’. Alguns autores defendem que esse método deve servir de

screening para o diagnéstico de rejeigao 9%,



A troponina | ultrassensivel mostrou-se util em um trabalho realizado com
pacientes submetidos a transplante cardiaco e com diagndstico de rejeigao > 2A.
Obteve-se correlagdo tanto com o diagnostico de rejeigdo como de sua intensidade
ou gradac&o, evidenciando um valor preditivo negativo maior que 99%2".

Apesar de varios trabalhos ressaltando o valor de novos métodos
diagnodsticos para a rejeigao, todos os guidelines mundiais recomendam a bidpsia
endomiocardica para o diagnostico de rejeigdo, assim como para guiar o ajuste da

terapéutica imunossupressora’’.

1.4 Proteina C Reativa (PCR), mediadores inflamatérios sCD40, sCD40L e
s4-1BB e doencga cardiovascular

Nos ultimos anos, novas evidéncias suportam que a inflamacéo exerce papel
fundamental na maioria das doencas cardiovasculares e que, quanto maior a
inflamagdo, pior o prognéstico do paciente??. O marcador inflamatério mais
amplamente estudado em doenga cardiovascular é a proteina C reativa (PCR) que
tem extrema correlagdo em termos de progndstico na doenga arterial coronaria®.

Ja foi demonstrada correlacao positiva entre niveis de PCR e escores de risco
cardiovascular. Isso se traduz também em maior numero de infarto agudo do
miocardio, acidente vascular encefalico, doenca arterial obstrutiva periférica e morte
subita em pacientes com niveis elevados de PCR%,

O CD40 é uma glicoproteina transmembranica expressa por linfécitos B e que
tem papel fundamental na resposta inflamatéria. E encontrado tanto em sua forma
ligada a membrana (CD40), como na forma soluvel (sCD40). Um largo espectro de
processos celulares e moleculares s&o regulados pela ligagcdo CD40 ao seu ligante
(CD40L) atuando diretamente sobre a resposta inflamatoria sistémica. Sua ligagéo a
superficie das mais diversas células como Linfocitos B e T, basdfilos, eosinofilos,
monaocitos/macrofagos, células dendriticas, endoteliais e epiteliais é capaz de
promover a produgdo de citocinas e a coestimulacdo de outras moléculas de
superficie, facilitando a apresentacao de antl'genos.24
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Figura 6 — Interagdo do sCD40L e CD40 expresso no endotélio vascular e o sCD40L secretado por
plaquetas ativadas no processo inflamatoério (Fonte: Circulation 2003; 108:1917-1923)

O CD40L vem sendo estudado na doenga coronariana e ja foi evidenciado ser
forte marcador de risco cardiovascular. Estudo prévio identificou risco potencial do
endpoint composto de morte, infarto ou progressdo de insuficiéncia cardiaca em
pacientes com niveis elevados de CD40L em relagdo aos pacientes com niveis
normais desse marcador inflamatério. Quando o valor de troponina foi associado a
essa andlise, a evidéncia de risco foi ainda maior®®. Esse estudo trouxe a ideia da
associacao de dois marcadores inflamatérios para a estratificacdo de risco, o que
trouxe ainda mais poder a correlacdo dos marcadores inflamatérios e a doenca
cardiovascular.

O 4-1BB, também conhecido como CD137, é outro tipo de glicoproteina
transmembranica, também envolvida na resposta inflamatéria, porém expressa
basicamente por linfécitos T. Ela & expressa principalmente na superficie de

linfocitos T do tipo CD4 e CD8 ativados por antigenos?’.
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Figura 7 — Resposta inflamatéria mediada por linfocitos T e expressdo do 4-1BB
Fonte:adaptado daClinical Science 2006; 111, 93-106

Niveis elevados de 4-1BB foram também identificados como fator de risco
para pacientes com sindrome coronariana aguda. Existe uma correlagcado de 4-1BB
com a troponina e maior chance de eventos cardiovasculares no grupo com maiores
niveis de 4-1BB durante um followup de 9 meses ap6ds o evento agudo?’.

O bloqueio dos receptores de determinados marcadores inflamatérios foi o
objetivo de um estudo em pacientes com angina instavel. Niveis mais elevados de
0OX40 e 4-1BB sao encontrados nessa populacdo. Nesse estudo, o bloqueio do
receptor do OX40 e 4-1BB diminuiu a produgcédo de TNF-y e TNFa, diminuindo
resposta inflamatéria. Isso sugere que o bloqueio desses receptores pode ser alvo
terapéutico como modulador de resposta inflamatéria na sindrome coronariana
aguda®.

A resposta inflamatéria no paciente com IC, independente de sua etiologia,
tem sido alvo de pesquisas translacionais que tentam correlacionar atividade de

293031 Eles estdo correlacionados com

leucdcitos com progndéstico dos mesmos
gravidade de doenga e também tém valor prognéstico em relagdo a mortalidade

cardiovascular®.
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A associagado entre sCD40L e graus variados de IC ja foi evidenciada.
Maiores niveis desse marcador inflamatorio estiveram relacionados a maiores
concentragcbes do BNP, além de associagdo direta com a classe funcional do
paciente®.

A expressdo génica de determinados mediadores inflamatérios como o 4-
1BB, CD40L, A Proliferation-inducingLligand (APRIL), CD27L, FasL, LIGHT, TNF-
relatedapoptosis-inducingligand receptor 3 (TRAILR3) foi demonstrada como
upregulation em pacientes com IC. Esse achado sugere que a maior ou menor agao
desses mediadoresestejam ligadas & manifestacéo da doenca®.

1.5 Mediadores inflamatoérios e transplante cardiaco

Um dos mecanismos de ativagdo e potencializacdo da resposta imune no
pos-transplante € mediado pela ligagdo do CD40 e seu ligante CD40L as células
apresentadoras de antigenos. Em modelo animal, o bloqueio da ligagdo CD40 com
CD40L em camundongos que receberam enxertos cardiacos foi capaz de aumentar
a tolerancia ao enxerto™.

Em humanos, recentemente destacou-se uma elevada expressao do CD40L
em células T ativadas em pacientes receptores de transplante renal com boa
tolerancia ao enxerto comparado a controles saudaveis. Esses mesmos pacientes
também produziram niveis elevados de interleucina 10(IL-10) apos a ligagdo do
CDA40. Essa modulacao da resposta inflamatéria pode ser importante para tolerancia
a enxerto de 6rgéos>®.

A expresséo génica do 4-1BB, CD27 e CD70 foi estudada em transplantados
cardiacos no tecido cardiaco colhido por meio de bidépsia endomiocardica e os
pacientes foram seguidos por 6 meses. Foi evidenciado maior expressédo do CD27
na populagdo com alto risco de desenvolvimento de rejeicdo. Nao houve diferenca
em relagdo a expresséo génica dos outros marcadores®’.

Por outro lado, foi demonstrado que existe 0 4-1BB tem relacdo com a doenca
vascular do enxerto em camundongos. A produgdo de interferon-y (IFNy), IL6, e
IL16 foi suprimida através do bloqueio do 4-1BB, diminuindo progressao de doenga

vascular nos camundongos tratados. Isso levanta a possibilidade de que a
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manipulagdo desses marcadores inflamatorios pode reduzir o risco de rejeicao
tardia®.

Em relagcdo a PCR, alguns estudos ja tentaram levantar associagao de niveis
elevados desse marcador e rejeicdo no pos-transplante cardiaco com resultados
conflitantes®. Em um estudo objetivando identificagdo de marcadores sanguineos
de rejeicdo, niveis de BNP, troponina e PCR nao estiveram associados a maior
incidéncia de rejeigdo no pos-transplante cardiaco®.

A PCR mostrou-se util em relagcdo a maior detec¢ao de doenga vascular do
enxerto no pos-transplante cardiaco, uma forma de rejeicdo tardia. Esse fato
evidencia o fator “inflamagdo” como génese da doenga vascular de enxerto,
responsavel por 30% da mortalidade nessa populacdo*’.

Essa é uma area de interesse para inumeras pesquisas translacionais —
detectar marcadores inflamatorios que possam dar o diagnéstico de rejei¢cao, assim
como manipular e bloquear sua acdo, a fim de prevenir o desencadeamento de

resposta prejudicial ao organismo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os niveis séricos de sCD40, sCD40L e s4-1BB na insuficiéncia
cardiaca avancada e ap0s transplante cardiaco.

2.2 Objetivos Especificos:

2.2.1. Determinar niveis séricos de sCD40, sCD40L e s4-1BB em pacientes com IC
grave no pré-transplante cardiaco, na biopsia endomiocardica apds 30 dias do

transplante e nos pacientes com suspeita clinica de rejei¢ao;

2.2.2. Comparar niveis séricos de sCD40, sCD40L e s4-1BB antes e apos

transplante cardiaco e com controles saudaveis;

2.2.3. Comparar niveis séricos destes marcadores inflamatérios entre os pacientes

com e sem rejeicao;

2.2.4. Avaliar os mediadores inflamatorios na cardiopatia chagasica e comparar com
as etiologias hipertensiva, idiopatica, chagasica e valvar;

2.2.5. Avaliar os indices sCD40/PCR, sCD40L/PCR e s4-1BB/PCR apo6s o

transplante cardiaco entre os pacientes com e sem rejeigao
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3. METODOLOGIA

3.1 Tipo do estudo

Estudo de coorte prospectivo, exploratério e translacional com grupo de
comparacdo interna. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
IMIP sob no. CAAE: 62703416.1.0000.6201 (Anexo 1), assim como Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, Apéndice2).

3.2 Local e periodo do estudo do estudo

O estudo foi realizado no Departamento de Cardiologia de Adultos e no
Laboratorio de Pesquisa Translacional Anthony Hart do Instituto de Medicina Integral
Prof. Fernando Figueira (IMIP) no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2017.
A coleta de dados clinicos e de amostra biologica foi realizada no periodo de
setembro de 2015 a setembro de 2016.

3.3 Populacao do estudo

Pacientes: Foram incluidos 38 pacientes com idade entre 14 e 68 anos. A
populacao de estudo foi dividida em trés grupos: i) grupo com insuficiéncia cardiaca,
avaliado no pré-operatério de transplante cardiaco; ii) grupo pés-transplante com
bidpsia endomiocardica eletiva; iii) suspeita clinica de rejeigdo com indicagdo de
biépsia endomiocardica.

Grupo controle de comparagao: O grupo foi composto por 19 individuos
saudaveis com idade entre 18 e 60 anos sem historia clinica de doenca
cardiovascular ou outras comorbidades. Os voluntarios foram funcionarios da

instituicdo convidados a participar do estudo.
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3.4 Critérios de elegibilidade

3.4.1 Critérios de inclusao

* Pacientes no pré ou poés-operatério de transplante cardiaco, maiores de
14 anos (grupo de pacientes acompanhados pelo transplante cardiaco de
adultos do IMIP) e indicacdo de bidpsia endomiocardica segundo
protocolo institucional.

* Pacientes internados com suspeita clinica de rejeigdo com confirmagao
através de bidpsia cardiaca

* Pacientes que desenvolveram rejeigcdo confirmada por bidpsia cardiaca
no pos-operatorio de transplante mesmo durante os primeiros 30 dias do

pos-transplante

3.4.2 Critérios de exclusao:

* Sinais clinicos de infecgao aguda

* Gestacao

* Histdria de doenca autoimune

* Histdria de neoplasia prévia ou ativa

* Sorologias positivas para HIV, Hepatite B ou C e HTLV no pré-transplante
cardiaco.

3.5 Fluxograma de captacao de pacientes

Amostra nao-probabilistica consecutiva, constituida por pacientes no pré ou
pos-operatorio de transplante cardiaco.

Os pacientes foram identificados em sua admiss&o hospitalar conforme critérios
de selegdo descritos acima. Os que preencheram os critérios de inclusdo foram
convidados a participar da pesquisa com aplicagéo da ficha clinica (Apéndice1). Apos
aceitar o convite em participar deste estudo, os pacientes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 2).
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Foram estudados 38 pacientes com IC submetidos a transplante cardiaco.
Destes, um grupo de 15 pacientes foram incluidos e coletadas amostras sanguineas
antes e apos a realizagdo do transplante cardiaco e 17 com amostras coletadas
apenas apos o transplante. Outros seis pacientes com o diagnostico de rejeicéo
tiveram amostras coletadas apenas apds o Tx, sendo 4 pacientes na bidpsia
protocolar e 2 pacientes antes mesmo dos 30 dias do procedimento (Figura 8). O
grupo controle foi formado por 19 individuas saudaveis entre 18 e 49 anos. Doengas
cronicas, auto-imunes, infecciosas e outras patologias foram afastadas nesses

individuos para que os mesmos fizessem parte do estudo.

Identificacdo dos pacientes admitidos para realizacédo do transplante

cardiaco, biopsia endomiocardica ou suspeita clinica de rejeicado(n = 39)

v

Checagem dos critérios de elegibilidade

N\

. EXCLUSAO(n = 1)
SIM NAO > motivo:etiologiaauto-imune da
l miocardiopatia dilatada

Aceitacdo em participar da pesquisa e assinatura do TCLE

/

SIM NAO  |=3f EXCLUSAO(n =0)

v

Pacientes incluidos (n= 38)

/ AN

Sem rejeicao Com rejeicao
(n=32) (n=06)
Com analise pré e Com analise exclusivamente
pos transplante pos transplante
(n=15) (n=17)

Figura 8: Fluxograma de captagao dos pacientes
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3.6 Técnica de coleta, processamento e armazenamento das amostras de

sangue

A amostra de sangue foi coletada por técnicos e enfermeiros apods inclusdo do
paciente no estudo. Sempre que possivel, a coleta de sangue foi realizada
aproveitando-se o momento da coleta de exames solicitados pela equipe médica
acompanhante, a fim de evitar repeticdes de pungdes. Um volume total de 12 mL de
sangue foi colhido em tubo com anticoagulante, o acido etilenodiamino tetra-acético
- EDTA (BD Vacutainer®) e foi centrifugado a 300G em centrifuga refrigerada para
separacdo do plasma e armazenado em microtubo sem freezer a -80°C para

posterior analise dos mediadores inflamatérios.

3.7 Determinagao da concentracao sérica de sCD40, sCD40L e s4-1BB

A concentracdo foi determinada por enzymeimmunosorbentassay (ELISA),
utilizando os sCD40, sCD40L e s4-1BB Platinum ELISA kits (R&D Systems,
Minneapolis, MN), seguindo as instru¢des do fabricante. A leitura da absorbancia foi
realizada utilizando a leitora de placas Human Reader HS (Human, Wiesbaden,

Germany) e as concentragdes expressas em pg/mL.

3.8 Varaveis clinicas, bioldgicas e laboratoriais

3.8.1 Variaveis clinicas:

* Hipertensdo arterial sistémica: variavel categérica nominal. Dado clinico
colhido em prontuario ou por informagcdo do paciente. Considerado
apenas aqueles com necessidade de algum anti-hipertensivo para
controle dos niveis tensionais.

* Diabetes mellitus: variavel categérica nominal. Dado clinico colhido em
prontuario ou por informacado do paciente. Considerados aqueles com
necessidade de hipoglicemiante oral ou insulino-terapia.
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Etiologia da miocardiopatia dilatada: variavel categérica nominal. Dado
colhido na ficha de acompanhamento do paciente no pré-transplante
cardiaco. As etiologias foram classificadas como idiopatica, chagasica,
isquémica, reumatica, hipertensiva, alcodlica, miocardites ou miocardio

nao compactado (dado este colhido no prontuario do paciente).

Rejeicao clinica: Foram considerados pacientes “com rejeicdo” aqueles
que tiveram o achado de classificacéo do tipo 2 ou 3R (item a seguir) na
bidpsia endomiocardica. Estes foram classificados como rejeicdo celular.
Também foi considerado rejeigcdo os pacientes com disfungéo ventricular
aguda e difusa mesmo sem achado de alteracdo histopatoldgica. Este
grupo foi considerado como rejeicdo humoral, uma vez que a técnica de

imunohistoquimica ndo esta disponivel em nosso servico.

Grau de rejeicdo na bidpsia endomiocardica: baseado na Diretriz
brasileira de Transplante Cardiaco de 2011)°.
OR: auséncia de infiltrado inflamatorio: paciente estavel com fungao
sistolica normal ao ecocardiograma.
1R: infiltrado inflamatoério perivascular ou intersticial discreto sem dano
celular ou com foco unico de agressdo dos cardiomiocitos: paciente
estavel com fungéo sistdlica normal ao ecocardiograma.
2R: infiltrado inflamatério multifocal com dois ou mais focos de
agressao dos cardiomiécitos. A fungédo ventricular pode ou nao estar
alterada.
3R: infiltrado inflamatorio difuso, geralmente com presenga de
neutréfilos associado a multiplos focos de agress&o a midcitos.
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3.8.2 Variaveis bioldgicas

* |dade: variavel numérica continua que corresponde ao intervalo entre a
data do nascimento e a data de realizagdo da pesquisa, em anos
completos, conforme informagdo da pacientes e/ou data de nascimento
do Registro Geral (RG).

* Sexo: variavel categorica nominal dicotdmica (masculino ou feminino).

3.8.3Variaveis laboratoriais

* Leucécitos: variavel numeérica continua. A contagem destas células
corresponde ao niimero de leucécitos por microlitro de sangue (x10%/l).

* Neutrdfilos: variavel numérica continua. A contagem destas células
corresponde ao nimero de neutréfilos por microlitro de sangue (x10%/ul).

* Linfécitos: variavel numérica continua. A contagem destas células
corresponde ao nimero de linfocitos por microlitro de sangue (x10%/ul).

* Plaquetas: variavel numérica continua. A contagem destas células
corresponde ao nimero de linfocitos por microlitro de sangue (x10%/ul).

« ndice Plaquetas/linfécito: varidvel numérica continua expressa pela
divisdo do numero de plaquetas pelo numero de linfocitos totais do
sangue.

« ndice Neutrdfilos/linfocito: variavel numérica continua expressa pela
divisdo do numero de neutréfilos pelo numero de linfécitos totais do
sangue.

* PCR: variavel numérica continua expressa em mg/d|.

* soluble CD40 (sCD40): variavel numérica continua expressa pela
concentragédo no plasma em pg/mL.

* solubledo ligante CD40 (sCD40L): variavel numérica continua expressa
pela concentragdo no plasma em pg/ml.

* soluble 4-1BB (s4-1BB): variavel numeérica continua expressa pela

concentragédo no plasma em pg/mL.
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indice sCD40/PCR: variavel numérica continua expressa pela divisdo do
valor da dosagem de sCD40 pelo valor da PCR

indice sCD40L/PCR: variavel numérica continua expressa pela divisdo do
valor da dosagem de sCD40L pelo valor da PCR.

indice 4 1BB/PCR: variavel numérica continua expressa pela divisdo do

valor da dosagem de 4 1BB pelo valor da PCR.

3.9. Esquema de imunossupressao:

3.9.1. Esquema Padrao:

Indugdo com 600mg de metilprednisolona seguido de 126mg 3x ao dia
no primeiro PO. Se VO disponivel no segundo PO, inicio de prednisona
20mg ao dia que é mantido por pelo menos 3 meses ou;

Indugdo com 600mg de metilprednisolona seguido de 10mg/Kg/dia por 3
dias com desmame de 100mg/dia até a dose de 100mg/dia. Apds isso,
introdugdo de prednisona 1mg/Kg/dia e desmame gradual pelos
préximos 6 meses ou;

Indugdo com basiliximab 20mg/dose nos dias 0 e 4 do transplante
cardiaco ou;

Indugdo com thymoglobulina 1mg/Kg/dia durante trés a sete dias.
Manutengdo com esquema composto por tacrolimus (0,1mg/Kg dividido
em duas tomadas) associado a micofenolatomofetil (1.000mg 2x ao dia)
ou micofenolato sodico (720mg 2x ao dia). Estas s&o as doses

padronizadas para todos os pacientes (dose padao).

3.9.2. Esquema alternativo: Mesmo tipo de indugdo de imunossupressao com uma

das seguintes terapias de manutengéo:

prednisona 20mg/dia pelos primeiros 3 meses seguido de desmame
gradual até os meses quando o corticoide é suspenso + micofenolato
(dose padrao) + ciclosporina 4mg/Kg/dia.
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- prednisona (dose padrdo) + micofenolato (dose padr&o) + sirolimus
2mg/dia.

3.10 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando  GraphPad®Prism6,
(GraphpadSoftwarelnc., EUA). Para as variaveis numéricas, foi inicialmente aplicado
o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para a analise descritiva foram realizadas
tabelas de distribuicdo de frequéncia com medidas de tendéncia central e de
dispersdo em mediana com intervalo interquartil (IQR de 26 a 76%) e de média com
desvio padrdo (DP). Para analises das variaveis com distribuicdo nao normal
foirealizado o teste de Mann-Whitney (ndo paramétrico) e para as variaveis com
distribuicdo normal, foi realizado o teste t (paramétrico). Para as analises pareadas
do mesmo individuo pré e pés-transplante cardiaco, foi utilizado o teste nao
paramétrico de Wilcoxon. Foram considerados significativos valores de p<0,06.
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4. RESULTADOS

4.1 Analises das caracteristicas biolégicas e clinicas dos pacientes com
IC

Foram avaliados 38 pacientes com IC com idade média de 40,39 anos
variando entre 14 e 68 anos de idade. Setenta e trés por cento dos pacientes eram
do sexo masculino. Da amostra estudada, apenas 28,9% dos pacientes eram
hipertensos e 10,6% eram diabéticos. Detalhes das caracteristicas clinicas destes
pacientes estao listadas na tabela 1.

As principais etiologias da miocardiopatia dilatada que levaram ao transplante
cardiaco foram a chagasica e a idiopatica em igual propor¢ao (26,3%), seguidas da
miocardiopatia reumatica (16,7%), miocardiopatia isquémica e miocardites, ambas
responsaveis por 10,6% das indicagdes de transplante cardiaco. A mediana de
tempo de espera em lista foi de 14 dias, estando 67% dos pacientes em prioridade
para Tx quando receberam o 6rgédo. O tipo sanguineo mais prevalente entre o grupo
estudado foi o “O” em 66,2% dos pacientes, seguido de grupo A em 28,9% e os
grupos B e AB em igual proporgao (7,9%).

Trinta e dois pacientes n&o apresentaram rejeicdo nos primeiros 30 dias.
Nenhuma rejeigdo em individuo assintomatico foi evidenciada na ocasido da biopsia
protocolar de 30 dias. Na biopsia, oito pacientes foram classificados como 1R, onde
nao houve necessidade de intervencao terapéutica por serem  consideradas
“rejeicdes nao significativas”. Dois pacientes desenvolveram rejeicao antes mesmo da
biopsia dos 30 dias, sendo ambas as rejeicbes humorais (classificadas como
significativas — tabela 1). Quatro pacientes internaram com suspeita clinica de rejeicao
que foram confirmadas através de material colhido na bidpsia endomiocardica. O
grupo com rejeicao foi entdo formado de seis pacientes.



Tabela 1 — Descricdo de frequéncia de
submetidos a transplante cardiaco.

CARACTERISTICAS
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caracteristicas bioldgicas e clinicas dos pacientes com IC

N =238

IDADE 40,39 (£13,1)
SEXO

Feminino 10 (26,3%)

Masculino 28 (73,6%)
HIPERTENSAO

Sim 11 (28,9%)

Nao 27 (71,1%
DIABETES

Sim 4 (10,6%)

N&o

34 (89,6%)

ETIOLOGIA DA MIOCARDIOPATIA DILATADA

idiopética 10 (26,3%)
chagasica 10 (26,3%)
reumatica 6(16,7%)
isquémica 4(10,6%)
miocardites 4(10,6%)
alcool 3(7,8%)
miocardio ndo compactado 1(2,6%)

TEMPO DE ESPERA - TRANSPLANTE (dias)

14 (4 — 29)*

STATUS DE PRIORIZAGAO

priorizado

22 (67,9%)

né&o priorizado

16 (42,1%)

TIPO SANGUINEO

A 11 (28,9%)
B 3(7,9%)
AB 3(7,9%)
(0] 21 (66,2%)

DIAGNOSTICO DE REJEIGAO

Ndo relevante 32

OR 24 (63,1%)

R 8 (21,0%)

Relevante 6

2R 1(2,6%)

3R 3(7,9%)

humoral 2 (6,2%)

Desvio padréo (DP) ; * Mediana e interquartil (IQR 26-76)
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4.2 Anadlises das concentragdes séricas de sCD40, sCD40Il e s4-1BB na

insuficiéncia cardiaca antes e apés o transplante

Os mediadores inflamatérios sCD40, sCD40L e s4-1BB foram dosados nos
grupos de pacientes com IC antes (pré) e apos transplantes (pds-Tx) Para esta
analise, foi realizada a comparacéo dos niveis de sCD40, sCD40L e s4-1BB no pré
e pés-Tx com os dos controles saudaveis.

* sCD40

Os valores de mediana de sCD40 no pré-Tx (mediana: 328,6pg/mL) foram
mais elevados com relagdo ao pos-Tx (mediana: 199,6pg/mL; p=0,0006). Verificou-
se que os niveis de sCD40 foram elevados no prée pos-Tx quando comparado
aoscontroles saudaveis (mediana: 64,6pg/MI; p<0,0001),como mostra a figura 10A.

« sCD40L
Na analise de sCD40L, também verifica-se que a média dos niveis foram mais

elevados no pré-transplante (mediana: 164 pg/mL) quando comparado aos
pacientes no pos-transplante (mediana: 88,2 pg/mL), porém sem significancia
estatistica (p=0.09). Quando comparado aos controles saudaveis (mediana:
18,1pg/mL), os niveis de sCD40L foram significativamente mais elevados no pré e
pos-transplante cardiaco (p < 0,0001 ) como mostra a figura 10B.

* s4-1BB

A mediana dos niveis séricos de s4-1BB foielevada no pré-TX (177,7 mg/dL)
quando comparado ao poés-Tx (149,2 pg/mL; p=0.01). Com relagdo aos controles
saudaveis (mediana: 70pg/mL), verificou-se que no pré e pos-Tx, 0s niveis s&o
significativamente mais elevados (p < 0.0001) como mostra a figura 10C.
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Figura 10:Niveis séricos em pg/mL de sCD40, sCD40L e s4-1BB dos pacientes com insuficiéncia
cardiaca (pré-Tx), apos transplantes (pés-Tx) e dos controles saudaveis. Os graficos foram
representados em mediana e intervalo interquartil (26-76). Foi realizado o teste de Mann Withney e
considerado significativo p< 0.06.
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Na analise pareada, observou-se uma diferenga estatisticamente significativa
nos niveis séricos de sCD40 e s4-1BB dos pacientes entre as fases pré e pos-
transplante (p=0,01 e p=0,001, respectivamente). Ndo houve diferenga significativa
na analise de CD40L entre o pré e p6s-Tx (Figura 11).
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Figura 11:Analise dos niveis séricos em pg/mL de sCD40, sCD40L e s4-1BB dos pacientes no pré
e pos-transplante (pré-Tx; pos-Tx, respectivamente).Os graficos estdo representados em pareado.
Foi realizado o teste de Wilcoxon e considerado significativo p< 0.05.
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4.3 Analises das caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes

com e sem rejeicao no transplante cardiaco

N&o houve diferenca significativa entre idade, sexo, prevaléncia de
hipertensdo ou diabetes entre os grupos com e sem rejeicdo. Com relagdo a causa
da doenga, também n&o houve diferenga significativa entre os grupos para as
diferentes etiologias de miocardiopatia dilatada. (Tabela 2).

Tabela 2 —Andlises das frequéncias de caracteristicas biolégicas e clinicas dos pacientes

submetidos a transplante cardiaco com e sem rejei¢ao.

Pacientes com

Pacientes sem

rejeicdo rejeicdo Valor de p ::tgsl
n=6 n= 32
Idade (anos)
média (DP) 44,6 (+16,46) 39,63 (+12,76) 0,99 40,39 (£13,1)
Sexo*
Feminino 3 (60%) 7 (21,8%) 10 (26,3%)
Masculino 3 (60%) 26 (78,1%) 0,16 28 (73,6%)
Hipertensao*
Sim 2 (33,3%) 9 (28,1%) 0.79 11 (28,9%)
Nao 4 (76,7%) 23 (71,9%) 27 (71,1%)
Diabetes*
Sim 0 4 (12,6%) 4 (10,6%)
Nao 6 (100%) 28 (87,6%) 099 34 (89,6%)
Etiologia*
chagasica 2 (33,3%) 8 (26%) 0,64 10 (26,3%)
idiopatico 0 10 (31,2%) 0,16 10 (26,3%)
reumatica 1(16,6%) 6 (16,6%) 0,99 6 (16,7%)
isquemico 2 (33,3%) 2 (6,2%) 0,10 4 (10,6%)
miocardite 1(16,6%) 3(9,3%) 0,61 4 (10,6%)
alcool 0 3(9,3%) 0,99 3 (7,8%)
MNC 0 1(3,1%) 0,99 1(2,6%)

Testes *Exato de Fisher e **Qui-Quadrado.Significativo p<0.06MNC: miocardio né&o

compactado

A dosagem sérica de proteina C reativa (PCR) foi realizada nos dois grupos
(com e sem rejeigao) e evidenciamos menor concentracdo de PCR nos pacientes
sem rejeigao com relagéo aos pacientes com rejeicao (2,6 vs6,1 p=0,06), porém sem
significancia estatistica (Tabela 3).



29

Como os mediadores inflamatorios sado diretamente relacionados as células
de defesa, foram estudados o numero absoluto de neutrofilos, linfocitos, mondcitos e
plaquetas, além da realizacédo dos indices neutroéfilos/linfécitos e plaquetas/linfocitos
dos individuos com e sem rejeigdo. Apesar dos pacientes sem rejeicéo
apresentarem niveis reduzidos quando comparados aos com rejeicdo, ndo foi
evidenciado diferenga significativa entre os grupos, exceto pelo numero de linfocitos
que foi significativamente menor nos pacientes com rejeigéo (p = 0,02)

Tabela 3 —Analises laboratoriais nos pacientes com e sem rejeicdo submetidos a transplante
cardiaco.

Pacientes com rejeicdo Pacientes sem rejeigédo

Valor de p
n=6 n= 32

PCR (mg/L)* 6,1 2,6
Mediana (IQR) (6,0 -947) (0,9-2,3) 0,06
Neutrofilos 5.581 6.950

0,847
Mediana (IQR) (4.390 — 10.900) (4.959 — 7.902)
Linfécitos 510 1.288

0,027
Mediana (IQR) (370 - 1.181) (623 — 1.836)
Mondécitos 343 504

0,122
Mediana (IQR) (146 — 470) (307 — 726)
Plaquetas 185.000 245.000 0.175
Mediana (IQR) (54.000 — 185.000) (188.000 — 333.000) '
RPL” 434 217
Mediana (IQR) (242,2-610,1) (133,7 - 314,1) 0,10
RNL* 12,6 4,6
Mediana (IQR) (6,6 —14,7) (2,86 — 10,4) 0,16

& (PCR; Proteina C reativa; *RNL:Relagdo Neutrdéfilos/Linfécitos; #RPL:  Relagao
Plaquetas/LinfocitosTeste de Mann Whitney. Foi considerado significativo P <0.06.

4.4 Analises das concentragoes séricas de sCD40, sCD40L e s4-1BB dos
pacientes com e sem rejeigao

Os mediadores inflamatérios sCD40, sCD40L e s4-1BB foram dosados nos
pacientes com e sem rejeicdo e os resultados foram comparados aos controles
saudaveis. Apenas os niveis séricos de 4-1BB foram significativamente menores nos

pacientes com rejeicdo, ndo havendo diferencga significativa nos niveis séricos dos
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outros mediadores entre os grupos com e sem rejeicdo. Com relagdo aos controles
saudaveis, evidenciamos niveis mais elevados de sCD40, sCD40L e s4-1BB nos

pacientes com e sem rejeicéo (Figura 12).
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Figura 12: Niveis séricos em pg/mL de sCD40, sCD40L e s4-1BB dos pacientes com rejei¢do (n= 6)
ou sem rejeicdo (n=32) e dos controles saudaveis (n=19). Os graficos foram representados em
mediana e intervalo interquartil (25-75). Foi realizado o teste de Mann Withney. Foi considerado
significativo P < 0.05.
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4.6 Analises dos indices desCD40/PCR, sCD40L/PCR e s4-1BB/PCR dos

pacientes com ou sem rejeicao

Foi realizado a analise da relacdo dos niveis séricos de sCD40 e
PCR(sCD40/PCR), sCD40L e PCR (sCD40L/PCR), e de s4-1BB e PCR(s4-
1BB/PCR). Para o indice sCD40/PCR, o grupo com rejeigdo apresentou valores
demediana de 40,16vs 87,16 do grupo sem rejeigao (p = 0,02), como mostra a figura
13A. Com relacdo ao indice sCD40L/PCR, o grupo com rejeicdo apresentou
amediana de 22,11 vs 36,07 do grupo sem rejeicdo (p= 0,66), ndo evidenciando
significancia estatistica (Figura 13B). Foi evidenciada diferenga estatisticamente
significante no indice 4-1BB/PCR, onde o valor de mediana no grupo com rejeigéo

foi 13,66 vs 86,9 no grupo sem rejeicédo (p=0,001), como mostra a figura 13C.
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Figura 13: Valores dos indices de sCD40/PCR, sCD40L/PCR e s4-1BB/PCR dos pacientes com
rejeicdo (n= 6) e sem rejeicdo (n=32).0s graficos foram representados em mediana e intervalo
interquartil (26-76). Foi realizado o teste de Mann Withney. Foi considerado significativo P < 0.05.

Também foi realizada a analise dos numeros de pacientes com e sem rejeicdo que
apresentaram valores abaixo ou acima da mediana encontrada dos indices de
sCD40/PCR (< ou = 73,7), sCD40L/PCR (< ou = 42,4) e de s4-1BB/PCR (< ou 2
37,8).Nao houve diferengca estatistica dos numeros de pacientes com ou sem
rejeicdo para analise de sCD40/PCR (< ou 2 73,7), sCD40L/PCR (< ou = 424).
Todos os pacientes sem rejeicdo apresentaram valores = 37,8 de indice s4-
1BB/PCR (p=0,01) (Figura 14).
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Figura 14:Analise dos numeros de pacientes com e sem rejeicdo que apresentaram valores abaixo
ou acima da mediana encontrada dos indices de sCD40/PCR (< ou = 73,7), sCD40L/PCR (< ou 2
42,4) e de s4-1BB/PCR (< ou 2 37,8).Foi realizado o teste de Qui quadrado, sendo considerado
significativo o p< 0,05.
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4.6 Analises das concentragdes séricas de sCD40, sCD40L e s4-1BB de

acordo com a etiologia da miocardiopatia dilatada

Os niveis de sCD40, sCD40L e s4-1BB foram comparados nas diferentes
etiologias da miocardiopatia dilatada. Escolhemos a doenca de chagas para
comparar com as outras etiologias, uma vez que existe mecanismo bem estudado
do desenvolvimento do processo inflamatorio nos diferentes estagios de doenca.
N&o evidenciamos diferenga significativa desses mediadores entre os pacientes
chagasicos com outras etiologias de miocardiopatia dilatada. Com relagdo aos
controles saudaveis, houve diferenga significativa desses marcadores independente
da etiologia (Tabela 4).

Tabela 4 — Analises dos niveis séricos de sCD40, sCD40L e s4-1BB nos pacientes com etiologia
chagasica da miocardiopatia dilatada no poés transplante cardiaco
Pacientes com

~ Pacientes com Controles

Concentragao d outras L val
(pg/ml) A oenga dge etiologias sauda;\;els alores de p

chagas (n=26) (n=13) (n=19)

CHvs CHyvs OE vs
OE C c

SCD40 268,6 237,2 64,9
Mediana (IQR) (1914 -347,8)  (1748-3746)  (387-1139) 046~ <0.0001 <0.0001
SCD40L 180,6 126,6 42,7
Mediana (IQR) (66,2 — 226,7) (67,6 — 267,1) (13-69) 0.0 001 <0,0001
s4-1BB 1243 161 64,9
Mediana (IQR) (93,7 — 186,6) (124,7 - 179,7) (21,6 —146,1) 046 002 0,0008

IQR: Interquartil (26-76%) Foi considerado significativo *p<0.06. Teste de Mann Withney #CH:
chagas; OE: outras etiologias: idiopatica, isquémica, reumatica, miocardites, alcodlica e miocardio
ndo compactado. C: controles
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4.7 Analises das concentragdes séricas de sCD40, sCD40L e s4-1BB no

transplante de acordo com o esquema terapéutico

A hipétese da interferéncia dos imunossupressores com a expressao dos
niveis séricos dos marcadores inflamatérios foi testada comparando-se diferentes
esquemas imunossupressores. Setenta e oito por cento dos pacientes faziam uso
do esquema padrédo (EP) de imunossupressor que consiste na associagdo de
Tacrolimus, Prednisona e Micofenolato. Este esquema foi comparado a esquemas
alternativos (EA) de imunossupressdo. Evidenciamos nao haver diferenca
significativa dos niveis séricos de sCD40, sCD40L e s4-1BB nos diferentes
esquemas.

Analisamos também se o tipo de imunossupressor tinha influéncia sobre os
indices plaquetas/linfocitos (RPL) e neutrofilo/linfocito (RNL), fato este que poderia
influenciar na maior ou menor expressao dos mediadores inflamatdrios. Nao

evidenciamos diferenga significativa entre os grupos EP e EA (Tabela6)

Tabela 5 — Analise dos niveis séricos de sCD40, sCD40L e s4-1BB, e das relagdes
Neutrdfilos/Linfécitos e Plaquetas/Linfécitos dos pacientes no poés-transplante de acordo com o
esquema de imunossupressao utilizado.

Esquema Esquema
~ . Controles
padr;?lc;goe) IMS altlﬂga(t;:%)de saudaveis (n=19) Valores de p
EP vs EP vs
EA c EAvc C
sCD40 237,2 3270 64.9 064 00009 <0,0001

Mediana (IQR) (179,4 -409,8) (38,7 — 113,9)

(173,6 - 343,7)

:A%E;%: (QR) 146,8 1478 427 098 0004 0,000
(68,3-248,9) (76,9 - 332,6) 13-69)

‘K‘A‘:;igga (QR) 1443 166 64.9 084 0001  0,0006
(106,4 - 179,6) (87,7 - 189,8) (21,6 — 146,1)

RPL 217 288,6 ) 0.63 )

Mediana (IQR) ~ (136,4 - 364,2) (134 - 480,10)

RNL 4,7 6,6

Mediana (IQR) (2,92 -12,43) (3,6 — 12,6) - 0.96 -

IQR:Interquartil  (26-76%):. DP: Desvio padréo. IMS: Imunossupressdao. RPL: Relagéo
Neutrdfilos/Linfécitos; RPL: Relagdo Plaquetas/Linfocitos
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6. DISCUSSAO

A insuficiéncia cardiaca é indubitavelmente um grave problema de saude
publica e, quando existe refratariedade ao tratamento clinico, o transplante cardiaco
torna-se a unica terapéutica eficaz. A rejeicao ao enxerto € uma complicagao temivel
e esforgcos devem ser incentivados tanto para o diagnéstico precoce como pelo
adequado tratamento da mesma. O presente estudo ressalta que a populagao
submetida ao transplante em nosso meio esta na principal faixa economicamente
ativa. A média de idade de 40,39 anos sendo inferior a média da populagdo mundial
de transplantados pois, segundo dados da ISHLT, nos Estados Unidos, 60% dos
receptores tém idade maior ou igual a 60 anos”®.

O Brasil tem a cardiopatia chagasica como uma das principais etiologias da
miocardiopatia dilatada e suas manifestagbes clinicas geralmente tornam-se
evidentes entre a segunda e quarta década de vida™. O alto percentual de
cardiopatia chagasica encontrada em nosso estudo contribuiu para que a média de
idade da populacao fosse inferior.

Quando comparamos aos dados do estudo BREATHE que registra a
epidemiologia dos pacientes internados por insuficiéncia cardiaca no Brasil,
observamos que a miocardiopatia isquémica € a mais prevalente tanto no Brasil
como no nordeste do pais*. Em nossa populagdo, a miocardiopatia chagasica e a
idopatica foram as principais responsaveis pela indicagdo dos transplantes
realizados (26,3% ambas), seguido pela miocardiopatia reumatica e, somente em
quarto lugar, a miocardiopatia isquémica. O grande numero de transplantes
realizados nesse grupo de pacientes sugere que esta pode ser uma forma grave e
refrataria de IC. Outro fato que pode ter contribuido para esse achado € que os
chagasicos sao individuos mais jovens, onde as comorbidades graves estdo menos
presentes, ndo trazendo contra-indicag¢des a realizagdo do Tx cardiaco.

O protocolo institucional de imunossupressdo utiliza dose baixa de
corticosteroides associado a micofenolato e tacrolimus. Este protocolo foi utilizado
em 86% dos pacientes estudados e destes, todos utilizaram a dose baixa de
corticdide no primeiro més pos transplante. Este esquema de imunossupresséao foi
recentemente implantado na instituicdo e foge as recomendagdes brasileiras para

imunossupressdo no transplante cardiaco. Apesar do esquema alternativo para o



37

uso de corticoide, o trabalho sugere a seguranga e eficacia deste tratamento na
populacdo estudada. Apenas dois pacientes submetidos a Tx cardiaco
apresentaram rejeigao na biopsia endomiocardica realizada nos primeiros 30 dias do
procedimento, o que significa um percentual de rejeicdo de 6,26%. Dados de
literatura sugerem maior incidéncia de rejeicdo nos primeiros dois anos apds o <",
sendo particularmente elevada no primeiro ano, com uma incidéncia de até 30% dos
casos neste periodo?'.

Segundo a Diretriz Brasileira de Transplante Cardiaco, o diagndstico de
rejeicdo aguda humoral é dado através do achado de quadro clinico compativel, que
geralmente ocorre quando ha disfungdo de enxerto associada a demonstragdo de
anticorpos circulantes contra o doador do tipo anti HLA da classe | ou 116. Os dois
pacientes que foram biopsiados antes dos 30 dias do transplante por apresentarem
quadro clinico compativel com rejei¢cao, tiveram a confirmagao da rejeicdo humoral
através dos achados de microscopia. Comparados aos dados mundiais que
evidenciam uma taxa de rejeicdo humoral em torno de 10 a 20% dos casos'’, foi
evidenciado baixo indice de rejeicdo humoral nessa populagdo. Esse baixo
percentual de rejeicdo pode ter sido encontrado porque os pacientes foram seguidos
apenas até o primeiro més do transplante, ocasido da bidpsia protocolar. Sabemos
entretanto, que este € o periodo de maior incidéncia de rejeicdo e que apos o
primeiro més, esse percentual cai de forma significativa*’. Bidpsias sucessivas
durante o primeiro ano do transplante cardiaco poderiam modificar este dado, porém
nao foi objetivo do estudo.

Ainda com relagdo a rejeicdo, tentamos identificar fatores que pudessem
influenciar em sua frequéncia na populacdo estudada. N&o houve diferenca
estatistica com relacdo ao sexo, idade, presenga de comorbidades ou etiologia da
miocardiopatia dilatada para os grupos com e sem rejeicdo. O sexo masculino
mostrou-se mais frequente com relacdo a incidéncia de disfuncdo de enxerto em
alguns estudos*®. Entretanto, a rejeicdo € apenas uma das varias causas de
disfuncao de enxerto, ndo nos permitindo fazer uma correlagdo com esse dado.

Identificar o momento ideal para tratar de forma mais agressiva a insuficiéncia
cardiaca pode evitar complicagbes mais graves e minimizar a indicagdo do
transplante. O marcador atual de insuficiéncia cardiaca que indica tanto a
descompensacéo da doenga como tem valor prognostico da mesma € o BNP (Brain
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natriuretic peptide). Este é secretado pelos ventriculos em resposta a sobrecarga de
volume ou pressdo.*Novos marcadores tem somado informacdes sobre
descompensacédo de doenga e mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na génese
da IC.

A molécula 4-1BB ja havia sido testada anteriormente como marcador de
doenga coronariana grave, mostrando correlagdo positiva com 0s seus séricos e
gravidade da doenca®. E evidente o papel dos linfécitos T CD4 na resposta
inflamatéria dos pacientes com sindrome coronariana aguda®*“*3. Os linfécitos T CD4
deficientes de CD28 estdo presentes em maior quantidade em pacientes com
sindrome coronariana aguda e seus receptores de coestimulagdo, OX40 (CD134) e
o 4-1BB (CD 137), membros na familia de TNF, tem ac&o fundamental nessa
resposta inflamatéria. Um experimento evidenciou a alta concentracdo desses dois
mediadores nos linfocitos presentes em placas ateroscleréticas de pacientes com
sindrome coronariana aguda. Esse mesmo estudo testou o bloqueio do OX40 e 4-
1BB e foi evidenciado menor produgéo de interferon y e TNFa nos linfécitos CD4
isentos de CD28, fato esse que contribui para a importancia desses mediadores na
doenca cardiovascular®.

Na doencga cardiaca de uma maneira geral, a inflamagdo é um processo que
nao esta presente apenas na aterosclerose, mas em qualquer processo com perda
da homeostase, nos processos que resultem em dano tecidual®*. O mal
funcionamento das células, incluindo as células miocardicas, desencadeia uma
cascata inflamatéria que é evidente em alguns casos**. O dano tecidual na
insuficiéncia cardiaca descompensada ja € bem conhecido e, uma vez identificada a
funcdo do 4-1BB na inflamacédo crbnica, o achado de elevagdo de seus niveis
séricos, como no presente estudo, reforga a importancia deste mediador inflamatério
como marcador de doenga grave.

Além do 4-1BB, outros mediadores inflamatérios como o sCD40 e o sCD40L
também estiveram elevados no pré-operatoério do transplante cardiaco com diferenca
significativa em relagcdo aos controles saudaveis. Esses niveis séricos cairam de
forma significativa no pds-operatério do Tx, ocasidao em que os individuos estao, em
sua grande maioria, compensados clinicamente. Em relagdo ao CD40L, essa queda
ndo foi estatisticamente significativa, embora observemos uma tendéncia a queda,

assim como os outros mediadores.
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Um dos principais mecanismos ativadores da resposta adquirida é a ligagao
do CD40 ao CD40L expresso nos linfécitos T CD4 e plaquetas.*®Ja foi demonstrado
que a deficiéncia de CD40L foi capaz de diminuir citocinas inflamatérias e os
marcadores inflamatérios como VCAM-1, COX-2 e iNOS. Esse €& o principal
mecanismo da disfungcdo endotelial que estd presente na maioria das doencgas
cardiovasculares 4%

Na insuficiéncia cardiaca, ja foi evidenciado a correlagdo entre classe
funcional da NYHA com niveis de sCD40L e CD40L plaquetario além de sua
correlagdo com TNFo*’'. Inflamagdo e trombogénese caminham juntos na
fisiopatologia desta doenca e o estudo demonstrou que esses mecanismos Sao
correlatos. Uma vez que a ligagdo CD40-CD40L desencadeia uma cascata de
respostas inflamatorias que podem fazer parte da fisiopatologia do dano muscular
cardiaco, o aumento dos niveis séricos desses mediadores pode ser causa ou
consequéncia na descompensagao da insuficiéncia cardiaca.

Esse fato nos leva a sugerir que sCD40, sCD40L e s4-1BB s&do mediadores
de doencga cardiaca descompensada e grave e levanta a possibilidade dos mesmos
servirem como valor prognéstico e marcador de gravidade na IC, assim como ja foi
demonstrado na doenga arterial coronaria. Nesse sentido, avaliamos esses
mediadores como potenciais biomarcadores preditivos de rejeicdo cardiaca. A
primeira analise da dosagem de PCR no grupo com e sem rejeicdo n&o foi
significativa, embora tenhamos observado tendéncia a niveis mais elevados no
grupo com rejeicdo. A PCR & uma proteina de fase aguda presente no inicio do
processo inflamatoério, sendo um componente da resposta imune inata, cujo aumento
dos niveis séricos estdo associadas com o efeito sistémico das citocinas TNFa, IL1
e IL6 durante o processo inflamatério. A hipotese de correlagao entre niveis séricos
de PCR e rejeicdo ja havia sido testada anteriormente, também com resultados
negativos®’. Por outro lado, a PCR se mostrou ser um bom marcador para
desenvolvimento de doenga vascular do enxerto, um tipo de rejeicao tardia*'. Nesse
estudo, o nivel sérico de PCR na bidpsia dos trés primeiros meses apds o Tx foi
correlacionado com disfuncéo de enxerto num followup de 6 anos*'. Quanto maior o
nivel de PCR, maior a incidéncia de doenca vascular do enxerto*'. No presente
estudo, o pequeno numero de rejeicdes de enxerto encontrado pode ter contribuido

para que nao tenhamos atingido significancia estatistica, uma vez que o valor de p
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foi de 0,06 entre os grupos. Este dado de aumento de PCR e sua correlagdo com
rejeicdo ainda é controverso na literatura atual*®*’.

Realizar o diagndstico precoce e modular a resposta inflamatoria pode ser
fundamental para reduzir a rejeigdo e aumentar sobrevida no transplante cardiaco.
Os marcadores inflamatdrios sCD40, sCD40L e s4-1BB também foram dosados em
pacientes com e sem rejeicdo a fim de se identificar a possibilidade de servirem
como um meétodo ndo invasivo para triagem de rejeicdo. No presente estudo,
observou alteragbes nos niveis de 4-1BB na rejeicdo, enquanto que nao houve
diferenga dos niveis sCD40 e sCD40L entre pacientes com ou sem rejeicdo. Apesar
de nado ter sido observado relevancia da via CD40/CD40L nos pacientes com
rejeicao, foi descrito que essa via é importante na resposta inflamatéria e esta
envolvida no processo de toleréncia ao enxerto. Estudo em modelo animal que foi
realizado o bloqueio dessa via, aumentou a tolerancia ao enxerto™°.

A interacdo do 4-1BB ao seu ligante (4-1BBL) desencadeia resposta
inflamatéria dependente de linfécitos T e que esses tém papel fundamental na
resposta imune e tolerancia a enxerto®®. O bloqueio do 4-1BB em camundongos
receptores de transplante de coragao foi capaz de aumentar a tolerancia ao enxerto.
Os achados histopatologicos foram de menor resposta inflamatéria caracterizada por
infiltrac&o linfocitica e lesdo endotelial nos camundongos tratados com o bloqueio do
4-1BB*°. Em nosso estudo, evidenciamos concentragdes reduzidas de 4-1BB em
pacientes com rejeicdo, o que sugere que a forma livre de 4-1BB pode ocupar a
regiao de ligacado do 4-1BBL presentes nas células apresentadoras de antigenos e
nas células do musculo liso, dificultando as interagdes entre essas células e os
linfocitos T efetores auto-reativos. Os linfécitos TCD8 sdo fundamentais para a lesédo
cardiaca, pois produzem e liberam substancias como perforina e grazimas que s&o
responsaveis pela apoptose celular. As células musculares cardiacas expressam
grande quantidade de ligantes (4-1BBL), o que leva a aumento de proliferagdo dos
linfocitos T citotdxicos®®. Essas interagdes sdo responsaveis pela forte ativacdo dos
linfocitos TCD8+ contra o enxerto, o que leva a uma rapida resposta inflamatoria
com elevada produgdo de mediadores inflamatorios, lesdo vascular e cardiaca na
rejeicdo ao enxerto®.

Em modelos animais, o bloqueio da ligagdo 4-1BB/4-1BBL ja foi utilizada para

minimizar resposta inflamatéria na artrite reumatoide e no Iupus eritematoso
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sistémico®®. Como relatado anteriormente, esse bloqueio também foi capaz de
retardar rejeicdo aguda em camundongos** Para a rejeicdo descrita como doenca
vascular do enxerto que é caracterizada principalmente por proliferacdo de musculo
liso e hiperplasia neointimal, o bloqueio do 4-1BB também foi testado. Existe
evidéncia de sua expressao também nos linfocitos do tipo TCD4+ efetores, que tem
papel principal na rejeigao tardia. O bloqueio da via 4-1BB/ 4-1BBL por meio de
anticorpos monoclonais anti-4-1BBL, foi capaz de reduzir a rejeicdo tardia em
modelos animais®. Portanto, a producdo de s4-1BB pode estar envolvida nos
mecanismos de regulacdo da resposta imune, pois os niveis séricos de s4-1BB
elevados, pode exercer efeitos anti-inflamatdrios sistémicos por ocupar a fenda de
ligacdo da via 4-1BB/4-1BBL, impedindo a expansao clonal de linfocitos T auto-
reativos, o que leva no transplante cardiaco a protecédo das células do miocardio, por
diminuir as interagdes entre essas células e os linfécitos T, com isso, ocorre a
reducdo do processo inflamatdrio contra o enxerto®.

A resposta inflamatéria € desencadeada pela imunidade nata e adaptativa,
sendo a ultima dependente da apresentagcdo do antigeno. A PCR, como ja
comentada anteriormente, € uma proteina inespecifica relacionada a imunidade
nata. Nesse estudo associamos dois marcadores de resposta inflamatéria para a
criacdo de um indice que fosse marcador precoce de rejeicdo. Os indices criados
para sensibilizagdo de marcadores de resposta inflamatéria (associagdo da
dosagem de sCD40, sCD40L e s4-1BB sobre PCR) foram excelentes marcadores de
rejeicdo na populagédo estudada. Essa associagédo entre niveis séricos de CD40L e
PCR ja foi utilizada no trabalho de Heeschen et al (2003), cujo autores avaliaram o
risco de eventos cardiovasculares como infarto, morte e progressao de insuficiéncia
cardiaca ap6s sindrome coronariana aguda®.

O objetivo da comparagdo dos indices plaquetas/linfocitos e
neutroéfilos/linfocitos nos grupos com e sem rejeicéo foi identificar possivel influéncia
destas células que participam diretamente da resposta inflamatdria, na expressao
dos marcadores inflamatorios sCD40, sCD40L e s4-1BB. Nao identificamos
diferencga significativa entre os grupos com e sem rejeigdo, assim como no numero
de plaquetas, mondcitos, neutréfilos e linfécitos, o que mostra a néo influéncia

dessas células circulantes na producado na rejeigdo aguda.
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Outra hipétese €& que pudesse existir diferenca entre as etiologias de
miocardiopatia dilatada para a expressdo dos marcadores inflamatorios. Escolhnemos
a doenca de chagas para comparar com as outras etiologias, uma vez que existe
mecanismo bem estudado do desenvolvimento do processo inflamatério nos
diferentes estagios de doenga. N&o identificamos diferenga significativa dos
mediadores sCD40L, sCD40 e s4-1BB entre os pacientes chagasicos e as outras
etiologias como idiopatica, reumatica, isquémica, hipertensiva, miocardites ou
miocardio ndo compactado. De acordo com dados de literatura, a resposta
inflamatdria desencadeada pelo dano tecidual é dificil de ser diferenciada de outros
tipos de inflamagao causadas por infecgdo, trauma, isquemia ou reperfusdo**. Dessa
forma, o achado de né&o diferenga das concentracdes séricas desses mediadores foi
compativel a outros estudos com doengas crénicas, independente de etiologia.

O esquema de indugdo de imunossupressao utilizado esta fora dos padroes
brasileiros e segue recomendag¢des mundiais para utilizagcdo de doses mais baixas
de corticosteroides. O tacrolimus tem sido a droga de escolha entre os inibidores da
calcineurina e foi utilizado em 84,21% dos nossos pacientes. Analisamos se o tipo
de imunossupressor influenciava nas dosagens séricas de sCD40, sCD40L e s4-
1BB e nos indices plaquetas/linfocitos e neutrofilo/linfocito. Nao identificamos
diferencga significativa entre os grupos com esquema imunossupressor padrao e o
esquema alternativo. Dessa forma, testamos a hipotese da influéncia do
imunossupressor no tipo de resposta inflamatéria e na inibicdo da producao
leucocitaria como mecanismo protetor. O objetivo destas analises foi retirar fatores
externos que pudessem influenciar no resultado encontrado em nosso estudo e
tornar os resultados mais fidedignos.

Algumas limitagdes podem ter influenciado os resultados desse estudo. O
seguimento dos pacientes foi de apenas 30 dias apds o transplante, o que nos
impede de analisar quadros de rejeicdo que poderiam estar em processo de
desenvolvimento na ocasido da dosagem dos marcadores e da bidpsia
endomiocardica.

Um aspecto a ser ressaltado é com relagédo ao tipo de rejeicdo estudada e a
relacdo com os mediadores inflamatérios. Para a definicdo de qual o melhor
mediador para predizer rejeigdo, a analise dos tipos de rejeicdo deveria ter sido feita

em separada e ndo em um grupo unico. Como tivemos apenas dois casos de
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rejeicdo humoral, as analises foram feitas de pacientes “com” e “sem” rejeigdo, sem
caracterizar o mecanismo envolvido. Essa hipbtese poderia testar se os mecanismos
de alteragdo dos mediadores sdo os mesmos nos dois tipos de rejeicdo (humoral e
celular).

Apesar dos pontos destacados, o estudo é importante, pois n&o foi necessario
inclusdo de um numero maior de pacientes para que pudéssemos evidenciar
alteragdes dos marcadores inflamatérios na rejeigdo cardiaca e IC avangada. Para
confirmar as hipoteses levantadas, outros estudos sdo necessarios a fim de se
estabelecer pontos de corte e valores especificos em cada tipo de rejeicdo. Nenhum
estudo evidenciou relacao linear entre rejeicdo e dosagem destes mediadores em
humanos. Sua fungdo ou capacidade de ligacdo podem ser alvo de novos estudos
em seres humanos a fim de se testar drogas que estimulem ou inibam esse

mecanismo no processo inflamatoério da rejeigdo aguda no miocardio.
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6. CONCLUSOES

Com o presente estudo, concluiu-se:

. Niveis séricos de sCD40, sCD40L e s4-1BB estao significativamente elevados
na insuficiéncia cardiaca avangada com posterior normalizacdo no pdés-transplante
cardiaco. Isso sugere que esses mediadores possam ser possiveis biomarcadores
de doencga grave;

. A dosagem do 4-1BB foi util na avaliagdo de rejeicao de forma isolada e
associado a PCR, sendo um potencial biomarcador preditivo de rejeicdo do enxerto
no pos-transplante cardiaco. Os sCD40 e sCD40L nado foram biomarcadores
preditivos de rejeigdo na fase aguda;

. Nao existe alteracdo dos niveis de sCD40, sCD40L e s4-1BB entre as
diferentes etiologias da miocardiopatia dilatada, o que reforga o potencial desses
mediadores com biomarcadores de prognostico;

. Os indices 4-1BB/PCR e CD40/PCR foram bons biomarcadores de rejeicao
aguda do micorcardio.
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Apéndice 1

FORMULARIO DE COLETA DE DADOS

NOME:
REGISTRO: SEXO: IDADE:
DATA DO TRANSPLANTE:
ETIOLOGIA DA MIOCARDIOPATIA
CHAGASICA ( ) ALCOOL () IDIOPATICA ( ) OUTRAS:
ISQUEMICA ( ) HIPERTENSIVA () DAVD ()
VALVAR () PERIPARTUM ( ) RESTRITIVA ( )
PAINEL IMUNOLOGICO REALIZAGAO DE CROSS
TIPOI: | TIPO II: VIRTUAL: |  CITOTOXICO: | NAO( )
COMORBIDADES DO PACIENTE
HAS () IRC DIALITICO () TABAG ATIVO ( ) OUTRAS:
DM () IRCCONSERV () TABAG INATIV ( )
DAC CRONICA ( ) Cancer na familia( ) Cancer ativo ()
AUTO-IMUNIDADE ( )
ESQUEMA DE INDUGAO:
CORTICOIDE EM DOSE ()sim ( )NAO DOSE: MG
PADRAO
CORTICOIDE EM DOSE ()sim ( )NAO DOSE: MG
BAIXA (CCE)
BASILIXIMAB ()sim ( )NAO DOSE: MG
THYMOGLOBULINA ()sim NAO DOSE: MG
DATA DA BIOPSIA:
( )PRIMEIRA ( )SEGUNDA ( )TERCEIRA ( )POSINTERVENCAO
ESQUEMA DE IMUNOSSUPRESSAO:
PREDNISONA ()sim ( )NAO DOSE: MG
MICOFENOLATO ()sim ( )NAO DOSE: MG
AZATIOPRINA ()sim ( )NAO DOSE: MG
CICLOSPORINA ()sim ( )NAO DOSE: MG
TACROLIMUS ()sim ( )NAO DOSE: MG
SIROLIMUS ()sim ( )NAO DOSE: MG
OUTROS
GRAU DE REJEICAO:
INTERVENCAO ( )SIM ( )NAO
ACHADOS CLIiNICOS
IC DESCOMPENSADA ()sIM( )NAO VOMITOS ( )sIM( )NAO
CLEARANCE < 30 ( )sIM( )NAO ASTENIA ( )sIM( )NAO
FEBRE ()sIM( )NAO Sinais  clinicos  de ( )SIM ( )NAO
infeccdo




MARCADORES SERICOS:

MARCADOR NIVEL SERICO MARCADOR DATA NIVEL SERICO
ATA

sCD40 Linfocitos

sCD40L Leucocitos

4-1BB Plaquetas

PCR Neutrofilos




Apéndice 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PESQUISA:Avaliagdo dos niveis séricos de OX40 e CD40L como biomarcadores preditivos de rejeicdo
pos Transplante Cardiaco

Vocé estd sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa com finalidade de testar um novo

método diagndstico para rejeicdo no pos operatoério de transplante de coragao.

Eu, , portador do documento de

identidade No. , abaixo assinado, dou o meu consentimento livre e esclarecido para

participar como voluntario da pesquisa supracitada, sob a responsabilidade do pesquisadora Verbnica Soares Monteiro,
membro do doutorado em Medicina Translacional UNIFESP/ IMIP.
Assinado este termo de Consentimento, estou ciente de que:

1. Esta pesquisa tem como objetivo principal avaliar o valor do nivel sérico de OX40 no diagndstico de
rejeicdo do transplante cardiaco.

2. No momento da realizacdo da bidpsia cardiaca que fago de rotina no Instituto de Medicina Integral
Professor Fernando Figueira (IMIP), terei meu sangue coletado a fim de se realizar dosagem do OX40.
Os riscos referentes ao procedimento estdo relacionados apenas a bidpsia cardiaca, que ja seria
realizada independente da participa¢do na pesquisa.

3. Nao terei qualquer tipo de 6nus com este procedimento, como também ndo serei remunerado pela
participa¢ao nesta pesquisa.

4. Terei acesso irrestrito aos pesquisadores através de contato telefonico (Dra. Verénica 98899.4926) ou
por e-mail: veronica.monteiro@imip.org.br. A pesquisadora responsdvel podera ser contactada
também no seguinte endereco: Av 17 de Agosto n. 2483 apto 1001, Casa Forte Recife, PE. Terei
também acesso ao hospital a que pertenco (Instituto de Medicina Integral Professor Fernando
Figueira) a qualquer tempo para maiores esclarecimentos a respeito da pesquisa, riscos e beneficios
relacionados a mesma e sobre os exames realizados. O comité de ética do IMIP também se coloca a
disposicdo a esclarecer qualquer duvida relacionado a pesquisa ou o procedimento. Este estd situado a
Rua dos Coelhos, 300, Boa Vista no Prédio Administrativo Orlando Onofre e funciona de segunda a
sexta-feira de 7:00 as 11:30 e de 13:30 as 16:00h. O telefone é 2122 4100 e o e-mail para contato é
comitedeetica@imip.org.br

5. Terei liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do
estudo, sem que isso traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

6. Terei meu nome e identidade mantidos em absoluto sigilo e privacidade.

7. O IMIP disponibilizara assisténcia médica integral por eventuais dados a saude que possam ser
ocasionados pela pesquisa, bem como indenizagdo pelos pesquisadores por estes eventuais danos.

Assinatura do Voluntario

12 testemunha

22 testemunha




Anexo 1

INSTITUTO DE MEDICINA
Py WEdRPrRorEssOR Boa ™
FERNANDO FIGUEIRA -

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo dos niveis séricos de OX40 e CD40L como biomarcadores preditivos de
rejeigdo pos Transplante Cardiaco

Pesquisador: verdnica soares monteiro

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 52703415.1.0000.5201

Instituicdo Proponente: Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira - IMIP/PE
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA EDUCACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.472.094

Apresentagio do Projeto:

No projeto em tela a pesquisadora discute sobre os possiveis biomarcadores de rejeigéo em questéo (OX40
e CD40L) e propde avalia-los como possiveis biomarcadores de rejei¢do pés transplante.

Trata-se de resposta a pendencia do parecer 1.413.626

Objetivo da Pesquisa:

Foram mantidos os objetivos

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

As mesmas

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

a pesquisadora fez ajustes sugeridos pelo CEP

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:

foram feitos ajustes no TCLE e Metodologia de acordo com o recomendado em parecer prévio
Recomendacdes:

Sugiro, a critério de pesquisador, considerar um grupo controle com Insuficiéncia Cardiaca porém sem
transplante (controle positivo)

Enderego: Rua dos Coelhos, 300

Bairro: Boa Vista CEP: 50.070-550
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2122-4756 Fax: (81)2122-4782 E-mail: comitedeetica@imip.org.br
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Continuagéo do Parecer: 1.472.094

Conclusdes ou Pendé

ndo ha.

INSTITUTO DE MEDICINA
INTEGRAL PROFESSOR
FERNANDO FIGUEIRA -

e Lista de Inadequagdes:

Consideragdes Finais a critério do CEP:
emitir relatérios parciais semestrais e final

Q™

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 26/03/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 618330.pdf 08:21:51
TCLE / Termos de | TCLEOX40.docx 26/03/2016 |verdnica soares Aceito
Assentimento / 08:21:30 | monteiro
Justificativa de
Auséncia
Outros anuencia.pdf 21/01/2016 |verdnica soares Aceito

22:37:15 | monteiro
Folha de Rosto platco.pdf 10/11/2015 |verbnica soares Aceito
12:36:02 | monteiro

Projeto Detalhado / | projeto.docx 29/10/2015 |verbnica soares Aceito
Brochura 21:32:09 |monteiro
Linvestigador
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

REC7, 3}: MW
/A // &
[
M por:
Jose Eulalio Cabral Filho
(Coordenador)

Enderego: Rua dos Coelhos, 300

Bairro: Boa Vista CEP: 50.070-550

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2122-4756 Fax: (81)2122-4782 E-mail: comitedeetica@imip.org.br
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