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Introducao

nefropatia cronica do enxerto € hoje a causa mais prevalente de

disfun¢do do enxerto na primeira década apés transplante',
contribuindo com significativa morbidade para a populacdo de pacientes
transplantados. Apesar dos avancos recentes da terapéutica imunossupressora,
que culminaram com a melhor sobrevida em um ano, ndo houve proporcional
melhora de sobrevida renal a longo prazoz.

O termo nefropatia cronica do enxerto € hoje preferido a antiga
denominacdo de rejeicdo crOnica pelo fato de estar bem estabelecida a
participacdo de mecanismos imunes e niio imunes em sua patogénese”.

A nefropatia cronica pode ser explicada por danos ao sistema vascular,
drogas nefrotdxicas, hipertensdo e episédios de rejeicao aguda. Vérias linhas
de pesquisas t€m sido conduzidas na tentativa de elucidar a sua fisiopatogenia
e correlagdo com a clinica, e também obter marcadores precoces que possam

sugerir o progndstico em fases ainda iniciais da nefropatia.

CD34 e VEGF na nefropatia crdnica do enxerto
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Uma linha de pesquisa, com &nfase em células tubulares, correlaciona
marcadores de fibrose no intersticio com pior progndstico e explica a
nefropatia pelo modelo de transdiferenciacdo, ou seja, a diferenciacdo de
células epiteliais tubulares em células mesenquimais. Nesse modelo as células
tubulares principalmente por estimulo de TGF-f perdem marcadores e
integrinas especificas como as E-caderinas passando a expressar marcadores
de células mesenquimais como a-SMA. A célula, entdo, perde sua aderéncia a
membrana basal e célula a célula, passando a migrar e produzir fibrose no
intersticio®. Estudos que correlacionam a presenca de células positivas para a-
SMA no intersticio com a disfun¢do cronica do enxerto, associaram a presenca
desse marcador com pior prognéstico’.

Na imunologia da nefropatia cronica a via imune celular tem sido
implicada como importante mecanismo para a disfun¢do cronica, porém,
recentemente a via imune humoral tem tido papel reconhecido. Na via celular
o mecanismo de aloreconhecimento indireto, que ocorre mais tardiamente,
contribui forma mais evidente do que o aloreconhecimento direto. Nessa via,
células apresentadoras de antigeno do prdoprio receptor, sdo responsaveis pela
expressam dos antigenos MHC de classe II e a ativacdo dos linfocitos T
CD4+. Assim, ha o recrutamento de macréfagos com producdo de IL-2 que

reconhecem o enxerto como ndo proprio, principalmente, através da
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hipersensibilidade tardia®’. O braco imune humoral parece contribuir com
lesdes repetidas ao sistema vascular do enxerto de baixa intensidade, porém,
com importante contribuicdo cumulativa. Estudos que correlacionaram
depdsitos de C4d, que refletem ativacdo do complemento pela via cldssica, no
tibulo proximal associaram-se a preseng¢a de disfuncdo do enxerto mais
importante e a danos na membrana basal tubular®.

A nefropatia cronica instalada na anatomia patoldgica é reconhecida
pela presenca de glomerulopatia, fibrose intersticial, atrofia tubular e fibrose
da intima das artérias. As lesOes glomerulares sdo variadas e incluem colapso
do  tufo glomerular, hipercelularidade mesangio-endotelial e
glomeruloesclerose focal. As lesdes vasculares se caracterizam por fibrose da
intima de artérias de pequeno e médio calibre’.

Estudos de progressao de lesdo renal t€m dado importancia a infiltracao
de leucécitos, mediadores vasoativos, citoquinas, proteinas da matriz e
proteases. A maioria desses estudos foca os poddcitos, células mesangiais,
células tubulares e fibroblastos do intersticio. Pouco se sabe sobre o
acometimento da microcirculagdo como causa de fibrose e progressao da lesdao
renal. Observando-se o progndstico reservado que episodios de rejeicoes
vasculares causam a sobrevida do enxerto renal, Van Saase et al, relacionaram

o acometimento da circulacdo com o prognéstico futuro do enxerto'’.

CD34 e VEGF na nefropatia crdnica do enxerto
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Vasculites, com arterite intimal e/ou necrose fibrindide, estdo associadas a
impacto negativo e a episodios mais graves de rejeicdo celular aguda, bem
como menor sobrevida do enxerto''. Postulou-se que a lesdo vascular poderia
ser a responsdvel pelo evento inicial que culminaria com a nefropatia cronica.
Assim, a seqiiéncia de eventos se iniciaria com a les@o vascular que resultaria
na producdo de citoquinas por células endoteliais e musculares lisas,
responsdveis pela proliferacdo da parede vascular. As lesdes glomerulares e
tubulo-intersticiais seriam consideradas secunddrias a essas lesdes do sistema
vascular'?,

Kang et al, observaram que a perda de capilares peritubulares precede o
desenvolvimento de fibrose tubulo-intersticial e a perda de capilares
glomerulares, sugerindo que o acometimento da microcirculagdo é a causa e
ndo a conseqiiéncia do processo de agressao renal. Nesse modelo, a perda de
capilares resulta em suprimento deficiente de oxigé€nio para as células do
tibulo e intersticio levando a isquemia cronica. A hipdxia resultante, causa a
proliferacdo de células tubulares e fibroblastos com a producao de citoquinas
resultando em fibrose'”.

A densidade da microcirculacdo tem sido recentemente estudada em
modelos de progressdo da lesdao renal e j4 previamente definida como

importante fator progndstico de disseminagdo neopldsica de tumores, como o

CD34 e VEGF na nefropatia crdnica do enxerto



Introdugdo Pdgina - 5

carcinoma de prdstata, mama e colo uterino. Alguns estudos em densidade de
microcirculagdo foram feitos em modelos de insuficiéncia renal aguda. Basile
et al, em recente revisdo, prop0ds que danos ao sistema microvascular, com
perdas de sua densidade, resultaram em lesdo permanente. O que sugere que
alteracdes da microcirculagdo, mais do que alteracdes em grandes vasos
guardariam correlacdo com o desenvolvimento da nefropatia cronica'”.
Assim, em um modelo de lesdo isquémica severa em ratos, a reducdo de 30-
50% da densidade dos capilares peritubulares na medula resultou em
dificuldade de concentracdo de urina e predisposicdo a fibrose pela elevagao
da producio de TGF-B .

Na nefropatia cronica do enxerto também tém surgido relatos sobre o
acometimento da microcirculagido. Foi observado que o nimero de camadas
circunferenciais de membrana basal de capilares peritubulares vistas ao
microscopio eletronico tem forte correlacgdo com a nefropatia cronica,
sugerindo que episddios de rejeicdo de baixa intensidade poderiam lesar os
capilares peritubulares'®.

N3ao esta definida, a participagdo da microcirculagdo na progressao da
nefropatia sendo que a maioria dos estudos aponta para uma diminuicdo da
densidade de capilares no glomérulo e tibulo-intersticio em modelos animais

13,17,1
e em humanos'>'"8, Outros, entretanto, apontam para um aumento de sua

CD34 e VEGF na nefropatia crdnica do enxerto
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densidade!*%.

Os primeiros estudos sugerem participacdo central do
acometimento vascular e conseqiiente isquemia na progressao da nefropatia.

Alteracdes da microcirculagdo também foram relatadas em modelos de
1dade avangadalg, rim remanescente” e nefrotoxicidade cronica por
ciclosporina®', e estes estudos correlacionaram a progressdo da lesio com a
diminui¢do da densidade dos capilares peritubulares. Foi demonstrado, em
estudo recente de bidpsias de nefropatia crbnica do enxerto, que a lesdo
progressiva da microvasculatura tinha papel central no desenvolvimento de
fibrose intersticial e disfuncdo do enxerto e poderia ser crucial na progressao
da nefropatia. Este estudo demonstrou que a perda de capilares peritubulares,
evidenciados pelo marcador CD34, foi mais significativo no grupo de
pacientes com nefropatia cronica do enxerto do que o grupo controle (bidpsias
tempo zero)™>. Mais estudos sdo necessdrios nessa drea e principalmente em
nefropatia cronica do enxerto para se definir a correlagdo e importancia do
acometimento da microcircula¢ao renal.

Outros importantes reguladores da microcirculagcdo renal sdo os fatores
angiogénicos sendo de particular interesse o fator vascular de crescimento
endotelial (VEGF), expresso de forma muito significativa nos rins. VEGF ¢é

. A . . L. .. 2 s s 2
um fator mitogénico e anti-apoptético com atividade em células endoteliais™.

Esse fator ¢ um importante regulador da angiogénese e tem papel central no

CD34 e VEGF na nefropatia crdnica do enxerto
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desenvolvimento embriolégico do rim, proliferacdo tumoral e retinopatia
diabética. Aplicagdes terap€uticas t€m sido relatadas em modelos animais de
isquemia coronariana e limbica’®>. O VEGF estimula a proliferacio e
diferenciacdo de células endoteliais, aumenta a permeabilidade vascular e
previne a apoptose do endotélio. No rim, sua expressdo € mais acentuada nos
poddcitos, tibulos distais e coletores sendo de menor expressdo no tiubulo
proximal. As suas acdes ocorrem por atividade pardcrina em receptores
endoteliais especificos (KDR e Flt-1) resultando em diferenciagdo celular,
angiogénese e ativacdo quimiotdxica para monocitos e células endoteliais. O
receptor Flt-1, também chamado de VEGFR-1 € o responsavel pelo estimulo
quimiotaxico para macrofagos. O receptor KDR, ou VEGFR-2 leva ao
estimulo mitogénico e o aumento de permeabilidade do endotélio*”.

A reducdo progressiva do VEGF tubular coincide com a perda de
capilares peritubulares € o desenvolvimento de glomeruloesclerose e fibrose
intersticial”. Assim, nos dltimos anos tém se dado destaque especial para as
alteracdes de circulacdo renal, usando o fator de crescimento vascular
endotelial e sua provével correlacdo com a progressdao da lesdo renal. Kang et
al, observaram no modelo de ablacao de 5/6 da massa renal em ratos a reducdo
de expressao de VEGF, bem como reducdo da expressdo do RNA mensageiro

em cortex e medula, ao fim de oito semanas. Estes dados sugerem que a

CD34 e VEGF na nefropatia crdnica do enxerto
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menor expressdo do VEGF pode ser responsdvel por uma angiogé€nese
deficiente e contribuir para a progressdo da leso renal .

Schrijvers et al, entretanto, utilizando o anticorpo anti-VEGF em um
modelo de nefrectomia subtotal em ratos observaram ao fim de seis semanas
que a inibicdo do VEGF preveniu parcialmente o desenvolvimento de
hipertrofia glomerular e impediu o aumento da excrecdo de albumina urindria.
Os autores concluiram que o VEGF poderia ser um mediador de hipertrofia
glomerular levando a glomeruloesclerose progressiva e fatores que
bloqueariam sua a¢do poderiam ser uteis na prevengdo da progressdo da lesao
renal®.

O papel da expressdo do VEGF e de seus receptores, ndo estdo bem
definidos tanto no rim normal quanto em estados patoldgicos, sendo que
varios estudos sobre esse fator tém resultados antagdnicos. Diversas
circunstancias presentes na agressdo renal como a hipoxia e diversos fatores
como radicais livres de oxigénio, TGF-f3 e angiotensina II parecem estimular a
sua produgdo. Podemos assim esperar um aumento ou diminuicio do VEGF
em diferentes momentos da agressdo renal. A sua redistribui¢cdo tem sido
descrita em diversas patologias como modelos de isquemia/reperfusdo, lesdao
tibulo intersticial cronica, glomerulonefrite membranosa, pré-eclampsia,

diabetes mellitus ou uropatia obstrutiva®®?’.

CD34 e VEGF na nefropatia crdnica do enxerto
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O bloqueio do VEGTF, utilizando o anticorpo monoclonal a -VEGF, em
modelo animal de nefrotoxicidade por ciclosporina resultou em aumento da
acao nefrotoxica quando utilizado altas doses de ciclosporina (150mg/Kg/dia)
associado ao anti-VEGF em compara¢do ao controle que apresentou dano
tubular menos severo. A conclusdo do estudo € que o VEGF enddgeno parece
ser necessdrio para protecao dos tibulos do efeito deletério da ciclosporinazs.

Castilla et al, utilizaram células endoteliais de aorta bovina exposta a
diferentes agentes toxicos (citocalasina, per6xido de hidrogénio e
ciclosporina), observaram um aumento da agdo de citotoxicidade quando o
anti-VEGF era adicionado junto ao agente agressor. A citocalasina e o
peroxido de hidrogénio também aumentaram a expressao do RNA mensageiro
do VEGF. Nesse modelo o VEGF parece exercer uma agdo protetora sendo
importante para manter a viabilidade do endotélio frente a condi¢des de
agressio celular”.

Na nefropatia cronica do enxerto foi observado, em estudo de bidpsias
de 17 pacientes, o aumento da expressio do VEGF em poddcitos, células
mesangiais e cé€lulas tubulares bem como um aumento de macréfagos no
intersticio renal. O marcador expressou-se mais na nefropatia cronica em
comparagio a rejeicio aguda ou disfungdo temporiria do enxerto™. Os

autores concluiram que a expressio do VEGF estaria aumentada

CD34 e VEGF na nefropatia crdnica do enxerto
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principalmente no intersticio ocorrendo junto com o infiltrado de macré6fagos,
0s quais seriam, entdo, responsdveis pela producdo de citoquinas e
estimulacdo dos miofibroblastos.

Lemos et al, em estudo genético de polimorfismo do nucleotideo do
VEGF em pacientes transplantados renais, mostraram que receptores com a
base genética para maior producdo de VEGF tiveram sobrevida do enxerto
renal maior comparados a receptores com baixa producdo de VEGF. O
homozigoto para a baixa producdo de VEGF teve a pior sobrevida do enxerto.
Os autores concluiram que os pacientes que nao expressavam nenhum alelo
para VEGEF teriam o pior prognéstico sendo mais vulneraveis a lesao tissular e
conseqlientemente menor sobrevida do enxerto’ .

Em resumo o VEGF parece ser estimulado por fatores como a hipdxia
levando a uma quimiotaxia para mondcitos e conseqiiente produgdo de TNF-a
e TGF-B. Inicialmente o VEGF parece estimular a angiogé€nese e ser
responsdvel pelos efeitos protetores como demonstrados em modelos de
nefrotoxicidade aguda pela ciclosporina. Cronicamente, o VEGF e o TNF-a
poderiam levar a fibrose. Contribuindo com o modelo proposto, no estudo de
Ozdemir et al, os autores mostraram que a funcdo renal do enxerto nos
primeiros 6 meses foi melhor nos pacientes com aumento da expressao de

VEGEF tubular. J4 em longo prazo, a expressao de VEGF esteve relacionada a

CD34 e VEGF na nefropatia crdnica do enxerto
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fibrose intersticial e a graus mais avancados de nefropatia crénica. A
expressao de macrofagos e TNF-a correlacionaram-se com a expressao do

VEGF*%.

CD34 e VEGF na nefropatia crdnica do enxerto
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Objetivo

Nosso objetivo foi estudar os capilares peritubulares na nefropatia
cronica do enxerto e na nefrotoxicidade através do marcador de
imunohistoquimica CD34 e do VEGF. Também foram feitas correlagdes entre

os fatores entre si e com parametros clinicos de seguimento dos pacientes.

CD34 e VEGF na nefropatia crdnica do enxerto
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Casuistica e Métodos

O grupo de estudo foi a coorte histérica de pacientes transplantados no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu - Unesp no
periodo de junho 1987 a dezembro 2004. Nesse periodo foram realizados 245
transplantes renais.

Do total de pacientes transplantados no Servigo foram selecionados
todos os casos que evoluiram com disfun¢do cronica do enxerto, submetidos a
bidpsia renal e que consentiram no estudo (n=79). As bidpsias foram indicadas
no seguimento clinico desses pacientes, devido a alteracdao de func¢do renal
(creatinina > 1,4mg/dl) e/ou proteintria no pds-transplante tardio (apds 6
meses). O diagndstico andtomo-patolégico da nefropatia foi baseado em
critérios definidos internacionalmente pela classificacdo de Banff™. De acordo
com a classificacdo de Banff, consideramos nefropatia crénica do enxerto a
presenca de fibrose intersticial, atrofia tubular e fibrose da intima das artérias
de pequeno e médio calibre podendo ou nao haver acometimento glomerular

com lesdes variadas e duplicidade da membrana basal. A presenca de
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alteracOes na parede dos vasos em paciente fazendo uso de inibidores da
calcineurina caracterizou nefrotoxicidade cronica pela ciclosporina.

Do total de casos de disfuncao, 55 preencheram os critérios histolégicos
de Banff e tiveram material suficiente para a andlise histolégica. Todos os
casos excluidos (n=24) foram devido a material insuficiente para histologia.

As bidpsias realizadas no intra-operatério (tempo zero), apds
revascularizagdo, foram consideradas como controle e cujo diagndstico era de
rim normal. Foram avaliadas todas as bidpsias tempo zero que tinham material
suficiente para a andlise histoldgica. Do total, 26 bidpsias de tempo zero e
duas outras, com diagndstico de necrose tubular aguda, foram selecionadas
para o grupo controle. No total, obtivemos 28 casos de controle.

Assim, foram constituimos trés grupos: um com nefropatia cronica do
enxerto associado ou ndo a nefrotoxicidade pela ciclosporina (NCE, n=47),
outro com toxicidade cronica pura pela ciclosporina (NTX, n=9) e o grupo
controle (C, n=28). (Figura 1). O grupo de nefropatia cronica foi subdividido
segundo a classificacio de Banff em: nefropatia cronica do enxerto grau I
(NCE I, n=14), nefropatia grau II (NCE II, n=24) e nefropatia grau III (NCE

III, n=9).
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Total de casos
transplantados (n=245)

Casos de disfun¢ao do
enxerto biopsiados (n=79)

Material insuficiente
(n=24)

Material suficiente
para andlise (n=55)

NCE (n=47)

Nefrotoxicidade

(n=9)

Figura 1. Metodologia de seleciio de casos para a andlise e distribui¢do em grupos

Os dados clinicos foram obtidos em protocolos gerais de seguimento.
No seguimento habitual cada paciente tem no minimo trés avaliagdes e trés
coletas de exames por ano. S3o anotados no protocolo, desde o inicio do
transplante, dados clinicos como creatinina, perfil lipidico, medicacdes e
intercorréncias, tais como rejei¢ao.

Foram coletados os seguintes dados: idade no momento do transplante,
sexo, doenca de base, tipo de doador, creatinina ao fim de um ano, creatinina

no momento da bidpsia, compatibilidades (“matchs”), episédios de rejei¢ao
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celular aguda e retardo inicial da funcdo do enxerto. Esses dados foram
coletados para os grupos de nefropatia cronica e nefrotoxicidade. Para o grupo
controle foi considerada apenas a creatinina inicial e a idade do doador.
Definimos o retardo inicial da funcdo do enxerto como a necessidade de
didlise na primeira semana do transplante e as compatibilidades pelo nimero
de semelhancas dos antigenos HLA das classes A, B e DR. Também foram
levantados os dados de sobrevida funcional do enxerto censurado os casos de
obito.

A maior parte dos pacientes era formada por receptores de doadores
vivos e 0 esquema de imunossupressao composto por ciclosporina, azatioprina

ou micofenolato mofetil e predinisona.
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Analise de Imunohistoquimica

As biopsias renais foram fixadas em Duboscq Brazil, arquivadas em
bloco de parafina e cortadas com 3um de espessura. Foram coradas pela
coloragdo hemotoxilina-eosina (HE), dcido periddico de Schiff (PAS), prata
metenamina e tricromico de Masson pelos métodos habituais.

A andlise imunohistoquimica foi realizada com o anticorpo monoclonal
anti-humano de camundongo CD34 (QBEnd 10; DakoCytomation), que reage
com a superficie de células endoteliais e o anticorpo monoclonal anti-humano
de camundongo VEGF - vascular endothelial growth factor (clone VGI,
codeM 7273; DakoCytomation), que reage com as seguintes isoformas do
VEGF: VEGF-121, VEGF-165 e VEGF-189.

Os tecidos foram incluidos em parafina, cortados com 3uu de espessura,
colocados em ldminas de vidro previamente tratadas com poly-d-lysine. As
laminas foram riscadas com diamante, cercando os cortes para a conten¢do
dos reagentes sobre o tecido e deixadas em estufa a 56°C por uma noite. Em

seguida foram desparafinadas em 3 cubas com xilol por 5 minutos e hidratadas
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em 4 cubas com dlcool etilico absoluto e lavadas em agua. O bloqueio da
peroxidase enddgena foi realizado com dgua oxigenada a 3%.

Para recuperacdo dos epitopos foi utilizado o método de aquecimento
em tampao citrato 10mmol/L, pH 6.0 para o CD34 e calor (forno de
microondas) em solucdao de EDTA 0,037%, pH 9.0 para o VEGF.

As laminas foram entdo transferidas para bandejas especiais de imuno-
histoquimica, recebendo o anticorpo primdrio CD34 na diluicdo de 1:50 e
VEGEF 1:100 ficando assim incubadas em sistema overnight.

Depois da retirada do anticorpo primdrio por meio de lavagem com PBS
(solucdo salina tamponada) foram feitas sensibilizacdo antig€nica e incubacao
com o kit Dako LSAB+ system-HRP (DakoCytomation). Os tecidos assim
receberam os reagentes secunddrios (biotinilado universal) por 30 minutos e
logo apds o reagente tercidrio (streptavidina) também por 30 minutos. A
revelacdo foi realizada com cromégeno DAB (diaminobenzidine) por 5
minutos. A contra coloracdo foi realizado com hematoxilina segundo Mayer.

Para a interpretacdo dos resultados, foi utilizado analisador de imagem
(Leica QWin Standard, ver 3.1.0/2004) e as medidas feitas por um unico
observador. Para cada lamina foi feita a leitura de 10 campos consecutivos em
aumento de 400x (campos de 234um x 310um) sem conhecimento prévio do

grupo que foi posteriormente classificado (Figura 2 e 3). A quantificacdo foi

CD34 e VEGF na nefropatia crdnica do enxerto



Casuistica e Métodos Pdgina - 19

realizada utilizando a ferramenta de calculo de area (interative measurements,
draw area em ].Lmz) de forma manual circundando as regides coradas pelos
marcadores de imuno-histoquimica. Para os capilares peritubulares foi medida
a 4rea total dos pequenos capilares corados pelo CD34, circundando de forma
manual a drea corada pelo marcador, sem considerar os grandes vasos € o
glomérulo. O numero total dos capilares por campo foi anotado. Para o
marcador VEGF foi feita a medida, também de forma manual, da area dos
tubulos renais que expressdao o marcador, desconsiderando o glomérulo e o
intersticio. O nudmero total de tubulos renais que expressam fortemente o
marcador foi anotado por campo. Cada unidade de amostra para o CD34 e
para o VEGF foi representada pelo somatério dos 10 campos em aumento
400x e expressos em [m” para a area total. O nimero de tiibulos que expressio
VEGF e o nimero de capilares peritubulares, também foram calculados para
cada lamina como o somatério dos 10 campos e expressos em

nimero/725mm-.
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Ca Cb

NCEa NCEb

NTXa NTXb

Figura 2: Expressdo dos marcadores CD34 e VEGF por imunohistoquimica (IH - 400x). Do
lado a temos a expresdo do CD34 que cora em preto os capilares e do lado b o marcador
VEGF que cora em marrom os tiibulos. Notamos redugdo dos capilares peritubulars na NCEa
e NTXa e um niimero mais expressivo em Ca. Os tibulos expressdo mais VEGF na NCEb e
NTXb e menos na Cb.
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NCEIa NCEIb

NCEIla NCE Ib

NCE Illa NCE IlIb

Figura 3: Expressdo dos marcadores CD34 € VEGF por imunohistoquimica (IH - 400x). Do lado
a temos a expresdo do CD34 que cora em preto os capilares e do lado b o marcador VEGF que
cora em marrom os tibulos. Notamos reducdo dos capilares peritubulars na NCEIla e NCE IIla.
Os tibulos expressao menos VEGF na NCE IIb e NCE IIIb e mais intenso em NCEIb
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Estatistica

Para a andlise estatistica consideramos como significancia o valor de
5% (p<0.05). Para comparagdes de varidveis quantitativas paramétricas entre
trés ou mais grupos foram utilizados a anélise de uma via de ANOVA com a
correcao de Bonferroni e os dados expressos em média + desvio padrao. Para
a andlise de varidveis ndo paramétricas foi feita a andlise de varincia de
Kruskal-Wallis com a corre¢do de Dunn’s e os dados expressos pela mediana
e percentis 25 e 75%. Para correlacdes com as varidveis clinicas foi utilizada a
correlacdo de Spearman Rank e consideramos os grupos de nefropatia cronica
somada ao grupo de nefrotoxicidade. Para as anélises de sobrevida do enxerto
foi utilizado o método de Kaplan-Meier com log-rank test, e considerados os
grupos de nefropatia cronica do enxerto somado ao grupo de nefrotoxicidade.
Para a construcdo da curva de sobrevida consideramos faixas de divisdao
abaixo do percentil 25 do controle como baixa expressao do marcador, entre
os percentis 25 e 75 como expressao normal e acima do percentil 75 como alta
expressdo. Foram analisadas as sobrevidas funcionais do enxerto censurado o

obito.
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Resultados

Caracteristicas Clinicas dos Grupos

Os pacientes do grupo de nefropatia cronica do enxerto tinham média de
1idade de 30,6 + 13,4 anos, eram do sexo masculino em 66% do total, sendo
que 64% eram doadores vivos. A doenga de base foi: glomerulopatia em 53%
dos casos, indeterminada em 17%, hipertensiva em 11% e outros em 19%.
Apresentaram episodios de rejeicao celular aguda em 36% e tiveram retardo
inicial da funcdo do enxerto em 27% do total. A creatinina média do grupo ao
fim de 1 ano de transplante foi de 1,7+0,78 mg/dl e no momento da bidpsia
foi de 2,71+1,68mg/dl. O nimero de compatibilidades (matchs) foi de 2,9+1.
(Tabela 1).

Os pacientes do grupo de nefrotoxicidade crdnica pela ciclosporina
tinham média de idade de 24,8 + 14,9 anos, eram do sexo masculino em 78%

do total sendo que todos os casos eram de doadores vivos. A doenca de base
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foi: 22% glomerulopatia, 22% hipertensiva, 22% etiologia indeterminada e
outras em 34% dos casos. Apresentaram episodios de rejeicao celular aguda
em 44% dos casos e em nenhum caso houve retardo inicial da fun¢do do
enxerto. A creatinina média do grupo foi de 1,6+0,28 mg/dl ao fim de um ano
de transplante e 3,91£13 mg/dl no momento da bidpsia. O numero de
compatibilidades foi de 3+0,3. (Tabela 1).

O grupo controle teve média de creatinina no momento da bidpsia de

1,31+1,45mg/dl, p<0.05 em relacdo ao NCE e NTX. (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos pacientes transplantados no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu nos grupos de nefropatia cronica
do enxerto, nefrotoxicidade e controle.

NCE Nefrotoxicidade Controle
(n=47) (n=9) (n=28)
Idade (anos) 30134 24.8 + 14,9 38*11
Creatinina na Bidpsia (mg/dl) 2, 711,68 3,91x13 1,37£1,45 *
Creatinina 1 ano pés Tx 1,7+0,78 1,6+0,28
(mg/dl)
Tempo da bidpsia (meses) 65,69+52 43,331+49,83
Sexo masculino (%) 66 78
Doadores vivos (%) 64 100
Rejeicao celular aguda (%) 36 44
Retardo inicial da fungdo (%) 27 0
Machts (niimero) 2,9+1 3+0,3

* p<0.05 x NCE e nefrotoxicidade
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Analises Morfomeétricas

Analise de CD34

Observamos uma diminuicdo na drea total dos capilares peritubulares
nos grupos de nefropatia cronica do enxerto (23.086,7 [15.115,4 — 33.691,3]
;,Lmz) e nefrotoxicidade (28.598.,4 [23.099,3 — 35.335,4] umz) em relacdo ao
grupo controle (45.888,4 [37.562,8 — 56.317,0] umz). A reducdo observada
nos grupos de nefropatia e nefrotoxicidade foi significativa, quando
comparadas ao controle. (Tabela 2, Figura 4).

Resultado semelhante foi observado quando se avaliou o nimero total
de capilares peritubulares que apresentaram reduc¢do no grupo de nefropatia

cronica do enxerto (200,1 = 63,1) e na nefrotoxicidade (221,4 * 55,7) em

relacdo ao controle (330,1 * 45,8). Essas diferencas dos grupos nefropatia e
nefrotoxicidade também apresentaram significincia estatistica quando

comparadas ao controle. (Tabela 2).
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Tabela 2. Area Total e nimero de capilares peritubulares que expressam CD34
nos grupos controle, nefropatia cronica do enxerto e nefrotoxicidade.

Area total CD34 (umz) X Numero de capilares"

(capilares/725mm2)

Controle (n=28) 45.888,4 [37.562,8 — 56.317,0] 330,1 £ 45,8
NCE (n=47) 23.086,7 [15.115,4 — 33.691,3] * 200,1 £63,1 *
Nefrotoxicidade (n=9)  28.598,4 [23.099,3 — 35.335,4] * 221,4 £ 55,7 *

* p<0.05 x controle. Dados expressos em: © Mediana [percentil 25 e 75%]; A
média + desvio padrao

100000 -
& 87500 -
=

= 75000 -
62500 - *

37500 -

L

25000 ~
12500 -

Area Total CD34

Ve

Controle NCE Nefrotoxicidade

Figura 4: Area total de expressio de CD34 nos grupos controle, nefropatia
cronica do enxerto e nefrotoxicidade. * p<0.05 x controle
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Quando analisamos os subgrupos de nefropatia cronica do enxerto,
observamos uma diminui¢do da area total de expressio de CD34 com a
progressdo da nefropatia cronica do enxerto: nefropatia cronica grau I
(30.282,7 [20.570,9 — 37.128,1] umz), nefropatia cronica grau II (24.712,3
[18.223,5 — 32.513,0] umz) e nefropatia cronica grau III (10.387,1 [8.325,0 —
18.569,8] ],Lrnz) em relagdo ao grupo controle (45.888,4 [37.562,8 — 56.317,0]
um?). Essa diferenca foi significante entre os grupos (NCE I, NCE II e NCE
III) quando comparadas ao controle, € nao entre si. No grupo de
nefrotoxicidade (28.598,4 [23.099,3 — 35.335,4] ;.Lmz), como ja mostrado
houve reducdo em relacdo ao grupo controle de modo significativo, porém nao
entre ou varios grupos de nefropatia. (Tabela 3, Figura 5).

Também, na andlise total de capilares peritubulares, houve progressiva
diminuicdo do seu numero total nos diversos graus de nefropatia: nefropatia
cronica grau I (226,3 + 44,1), nefropatia cronica grau II (204,5 + 47,6) e
nefropatia cronica grau III (147,7 = 94,2) em relacdo ao controle (330,1 *
45,8). Houve diferenca estatistica entre os grupos com relagcdo ao controle. Na
nefrotoxicidade (221,4 £ 55,7) houve reducdo, em relacdo ao controle e ao
grupo III. No grupo de nefropatia crénica grau III houve também reducao

significativa em relagc@o aos grupos I e II. (Tabela 3).
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Tabela 3. Area Total e nimero de capilares peritubulares que expressam CD34
nos grupos controle, nefropatia cronica do enxerto grau I, II, III e
nefrotoxicidade.

Area total CD34 (um?) * Niimero de capilares®

(capilares/725mm2)

Controle (n=28) 45.888,4 [37.562,8 — 56.317,0] 330,1 £45,8
NCEI (n=14) 30.282,7 [20.570,9 — 37.128,1] * 226,3 +44,1*
NCE II (n=24) 24.712,3 [18.223,5 - 32.513,0] * 204,5+£47,6 *
NCE I (n=9) 10.387,1 [8.325,0 — 18.569,8] * 147,7£94,2 % *
Nefrotoxicidade (n=9)  28.598,4 [23.099,3 — 35.335,4] * 221,4 £ 55,7 *

* p<0.05 x controle, © p<0.05 x NCE I, NCE II e Nefrotoxicidade. Dados
expressos em: * Mediana [percentil 25 e 75%]; * média * desvio padrdo

100000
N/'\
£
2 75000+
3 %
Qo _
O
= 50000 - * " .
° 1
@
$ 25000+
<

Controle NCE | NCE Il NCE Il  Nefrotox.

Figura 5: Area total de expressdo de CD34 nos grupos controle, nefropatia
cronica do enxerto grau I, II, III e nefrotoxicidade. * p<0.05 x controle
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Analise de VEGF

A andlise de VEGF mostra um aumento da area total de expressao do
marcador no grupo de nefropatia cronica do enxerto (90.060,3 [46.236,6 —
121.792,7] um® e no grupo de nefrotoxicidade (110.152,4 [33.284,1 —
130.287,2] um?®) em relacdo ao controle (33.099,4 [18.235,9 — 47.647,4] um?).
O aumento observado de expressdo de VEGF foi significativo nesses dois
grupos em relacdo ao controle. (Tabela 4, Figura 6).

O ndmero total de tdbulos renais que expressaram VEGF também
aumentou nos grupos de nefropatia cronica (76,0 [56,0 — 100,8]) e
nefrotoxicidade (92,0 [44,3 — 106,3]) em relacdo ao controle (44,5 [29,5 —
54,0]). Também houve diferenca estatistica entre esses grupos € o controle.

(Tabela 4).
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Tabela 4. Area Total e nimero de tibulos renais que expressam VEGF nos
grupos controle, nefropatia cronica do enxerto e nefrotoxicidade.

Area total VEGF (umz) Nuamero de tdabulos

(tibulos/725mm’)

Controle (n=28) 33.099,4 [18.235,9 — 47.647,4] 44,5 [29,5 - 54,0]
NCE (n=47) 90.060,3 [46.236,6 — 121.792,7] * 76,0 [56,0 — 100,8] *

Nefrotoxicidade (n=9) 110.152,4 [33.284,1 — 130.287,2] * 92,0 [44,3 — 106,3] *

* p<0.05 x controle. Dados expressos em Mediana [percentil 25 e 75%]
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150000- ok
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Area Total VEGF (

50000
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Controle NCE Nefrotoxicidade

Figura 6: Area total de expressdo deVEGF nos grupos controle, nefropatia croénica
do enxerto e nefrotoxicidade. * p<0.05 x controle
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Quando subdividimos os grupos de nefropatia cronica do enxerto,
observamos um importante aumento da area de expressao de VEGF no grupo
de nefropatia cronica grau I (130.383,8 [90.060,3 — 183.621,5] um®) e na
nefrotoxicidade (110.152,4 [33.284,1 — 130.287,2] umz) € um aumento menos
expressivo nas demais classes: nefropatia grau II (90.312,7 [52.327,3 —
105.063,9] um®) e nefropatia grau IIT (45.265,5 [29.726,6 — 72.801,2] um?)
em relacdo ao grupo controle (33.099,4 [18.235,9 — 47.647.4] umz). Houve
diferenca estatistica da nefrotoxicidade e da nefropatia grau I e II em relacao
ao controle e 0 mesmo nio foram observados na nefropatia cronica grau III.
(Tabela 5, Figura 7).

Ao analisarmos o numero de tubulos que expressam VEGF, observamos
um resultado semelhante com um importante aumento da expressao no
nimero total na nefropatia cronica grau I (103,0 [82,0 — 120,0]) e na
nefrotoxicidade (92,0 [44,3 — 106,3]) com aumento menos pronunciado nas
classes II (74,0 [59,0 — 93,0]) e III (56,0 [37,8 — 69,3]) em relagdo ao controle
(44,5 [29,5 — 54,0]). Os grupos de nefropatia grau I, II e a nefrotoxicidade

apresentaram diferenca estatistica em relacao ao controle. (Tabela 5).
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Tabela 5. Area Total e niimero de tibulos renais que expressam VEGF nos
grupos controle, nefropatia cronica do enxerto grau I, II, III e nefrotoxicidade.

Area total VEGF(umZ) Nuamero de tabulos
(tdbulos/725mm?)
Controle (n=28) 33.099,4 [18.235,9 — 47.647 4] 44,5 (29,5 — 54,0]
NCET (n=14) 130.383,8 [90.060,3 — 183.621,5] * 103,0 [82,0 — 120,0] *
NCE 1I (n=24) 90.312,7 [52.327,3 -105.063,9] * 74,0 [59,0 - 93,0] *
NCE III (n=9) 45.265,5 [29.726,6 — 72.801,2] 56,0 [37,8 — 69,3]

Nefrotoxicidade (n=9) 110.152,4 [33.284,1 — 130.287,2] * 92,0 [44,3 — 106,3] *

* p<0.05 x controle. Dados expressos em Mediana [percentil 25 e 75%]
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Figura 7: Area total de expressio de VEGF nos grupos controle, nefropatia
cronica do enxerto grau L, II, III e nefrotoxicidade. * p<0.05 x controle
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Fazendo-se uma andlise de correlagdo entre a expressao de CD34 e a do
fator VEGF em todos os grupos estudados: controle, nefropatia cronica e

nefrotoxicidade, observamos uma correlagdo negativa entre os fatores, r= -

0,41, p<0.0001. (Figura 8).
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Figura 8: Grafico de dispersao entre CD34 e VEGF nos grupos controle, NCE e
NTX, p<0.0001
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Correlacoes Clinico Morfologicas

Obtivemos associa¢des com 0s parametros clinicos, quando analisamos
a expressao de CD34 nos grupos de nefropatia cronica do enxerto somado ao
grupo de nefrotoxicidade.

Houve associacdo entre idade do receptor no momento do transplante
com a expressdo de CD34, mostrando uma reducao progressiva da drea total

de CD34 com o aumento da idade (r=-0,35, p=0.007). (Figura9).
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Figura 9: Gréfico de dispersao entre idade no momento do transplante com a
area total de CD34 nos grupos de NCE e Nefrotoxicidade. P<0.05
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O nuamero de episédios de rejeicao celular aguda também se associou
com a drea de expressao de CD34, mostrando reducdo da area total de CD34

com o aumento do numero de episddios de rejei¢do celular aguda (p=0.005).

(Figura 10).
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Figura 10: Associacdo entre drea de expressdao de CD34 e o nimero de episddios de
rejei¢do celular aguda. * p<0.05 x zero.
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Nao houve associacao entre creatinina no momento da bidpsia (r= -
0,09) e ao fim de um ano (r=-0,226), nimero de compatibilidades (r=-0,126),
e retardo de fun¢do do enxerto (r=-0,04) com a expressao de CD34.

Para a associacdo do VEGF com parametros clinicos consideramos, da
mesma forma que a andlise anterior, os grupos de nefropatia cronica do
enxerto somado ao grupo de nefrotoxicidade.

Nao houve associagdo da expressdo de VEGF com os parametros
clinicos de idade do paciente, nimero de compatibilidades, nimero de
rejei¢des, retardo de funcdo do enxerto, creatinina ao fim de um ano e no

momento da bidpsia.
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Analise de Sobrevida do enxerto

Para o marcador CD34, a expressdo dentro das faixas de normalidade,
quando somado os grupos de nefropatia e nefrotoxicidade, foram: CD34 baixo
e CD34 normal. A curva de sobrevida funcional do enxerto para o grupo de
CD34 baixo foi menor quando comparada ao controle, porém sem
significincia estatistica entre os grupos. Sobrevida em 1 e 5 anos para os
grupos CD34 baixo e normal respectivamente: 84% e 72,5%; 100% e 89%.

(Figura 11).
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Figura 11. Sobrevida funcional do enxerto nos grupos de NCE e
nefrotoxicidade segundo a expressdo de CD34: alto e baixo. p> 0.05
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Para o VEGF notamos na anélise em conjunto dos grupos de nefropatia
e nefrotoxicidade trés divisdes segundo os percentis do controle: expressao
reduzida, expressdo normal e expressdo elevada. A andlise de sobrevida
mostrou que o grupo que expressou VEGF normal teve a melhor sobrevida. Ja
o grupo de VEGF aumentado teve sobrevida menor e o VEGF baixo a pior
sobrevida. A sobrevida ao fim de um ano respectivamente para os grupos de
VEGF normal, elevado e baixo: 100%, 87% e 66%. Sobrevida ao fim de 5
anos para os mesmos grupos respectivamente: 100%, 78,2% e 40%. (Figura

12).
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Figura 12. Sobrevida funcional do enxerto pos Bidpsia renal nos grupos de

NCE e nefrotoxicidade segundo expressao de VEGF: baixo, normal e alto.
* p<0.05 x VEGF normal. * p<0.05 x VEGF alto
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Discussao

o presente estudo, notamos que na nefropatia cronica do enxerto
e na nefrotoxicidade h4d uma reducdo progressiva da
microcirculacdo renal evidenciada pela perda dos capilares peritubulares. Essa
reducdo tem papel importante na progressdao da nefropatia e se correlacionam
com o grau de posiveis lesdes sofridas pelo enxerto. As lesdes foram
analisadas pela idade do receptor e por episddios de rejei¢ao celular aguda que
mostraram correlagdes negativas com a drea de expressao do marcador CD34.
A 1idade do receptor pode agregar comorbidades como hipertensdo arterial e
diabetes e ser responsdvel pela redu¢do da microcirculagdo. J4, os episédios de
rejeicao poderiam levar a destruicdo de dreas do tubulo e intersticio com
perdas nos capilares peritubulares.
Assim com a progressao da nefropatia, presenca de nefrotoxicidade,
episodios de rejeicdo e 1dade avancada resultaram em redug¢do na
microcirculagdo renal. A curva de Kaplan-Meier aponta para uma melhor

sobrevida dos pacientes que apresentaram expressao normal de CD34, apesar
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de ndo atingir significancia estatistica devido ao pequeno numero de pacientes
na faixa de CD34 normal.

Nos estudos de nefropatia cronica do enxerto, a reduc¢ao dos capilares
peritubulares foi observada em diversos modelos. Nesses estudos, a reducao
dos capilares foi evidenciada por diversos métodos: através de microscopia
eletrénica'®, por imunohistoquimica com o marcador CD34* e através da
coloracdo de Masson™. Em outras nefropatias também foram observadas as
reducdes dos capilares peritubulares'®".

Os capilares peritubulares tém papel fundamental no suprimento de
oxigénio para as células do tubulo e intersticio e sua redugdo estimula a
producdo de fibroblastos, matriz e citoquinas levando a fibrose, contribuindo

~ ~ 13-15
para a progressao da lesdo renal ~ .

Assim a sua diminuicdo resulta em
hipoxia e leva a producgdo dos fatores estimulantes da fibrogénese através dos
fatores induzidos pela hipéxia (HIF-1)™.

O fator HIF-1, também estimula a produ¢cdo de TGF-f, inibidores de
metaloproteinases e transdiferenciacdo epitélio mesenquimal com conseqiiente
progressdo da lesdo renal. O mecanismo de estimulo de producido de
citoquinas pelo HIF-1 ndo estd completamente elucidado e sabe-se que o HIF-

1 também estimula a producio de VEGF e eritropoetina dentre outros™ .
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O VEGEF esta associado a macréfagos e produgdo de TGF-3 nos tecidos

. 30,32
de enxertos renais’ ~”.

Postulamos uma associacdo entre a redugdo de
capilares peritubulares levando a hipdxia e conseqiiente produgdo do fator
induzido pela hipoxia (HIF-1). Como resultado ocorreria a produ¢do de VEGF
que leva ao acumulo de macréfagos, producdo de TGF-B e conseqiiente
fibrose. A relacdo da hip6xia com o fator VEGF pode ser demonstrada pelo
aumento da expressdo do VEGF no epitélio dos tibulos em pacientes com
lesdes renais vasculares de hipofluxo como rejei¢do vascular, nefroesclerose
ou nefropatia diabética™.

No presente estudo, observamos um aumento da expressio do VEGF
nos grupos de nefropatia cronica e nefrotoxicidade. O resultado encontrado
estd de acordo com trabalhos em nefropatia cronica do enxerto que sugerem
aumento da expressio do marcador na nefropatia®>*. Em modelos animais de
nefropatia cronica também foi observado aumento da expressdo de VEGF com
a reducdo da massa renal™. Assim, o aumento da produgdo do VEGF poderia
ocorrer como resultado da reducdo dos capilares peritubulares com
conseqiiente hipoxia através do HIF-1.

Condizente com essa hipotese, no modelo de nefropatia por adriamicina

em camundongos BALB/c houve um aumento da expressao do fator HIF-1

com a progressao da lesdo renal em 7, 14 e 28 dias coincidente com a redugdo
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dos capilares peritubulares, analisados pelo CD34. A expressdao de HIF-1 foi
associada a presenca de macrofagos e linfocitos CD4 e CD8. Nesse modelo,
entretanto, ndo houve aumento da expressio do VEGF possivelmente pelo
aumento mais significativo da expressao de HIF-1 apenas no fim do estudo
(28° dia)™®.

No presente estudo, quando analisamos os subgrupos de nefropatia
cronica do enxerto, a expressio de VEGF, apresentou um comportamento
bimodal com nitido aumento no inicio da agressdo (nefropatia grau 1) e
progressiva diminui¢ao com o avango da lesdo renal.

Esse resultado sugere uma heterogeneidade de resposta do VEGF o que
leva a uma expressao diferenciada em diversos graus de agressao e estagios da
nefropatia. No estudo de Ozdemir et al, a funcdo do enxerto nos primeiros 6
meses foi melhor nos pacientes com aumento de expressao de VEGF tubular o
que a longo prazo e se correlacionou com fibrose™. Muitos estudos apontam
para um efeito deletério do bloqueio do VEGF frente a um agressor em
modelos de nefrotoxicidade por ciclosporina ou toxicidade celular™?. A
reducio observada do VEGF na nefropatia cronica Banff III também poderia

ser decorrente da extensa destrui¢do tubular e da fibrose presente nesse estagio

da nefropatia.
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No presente estudo, a curva de Kaplan-Meier, mostrou uma reducao da
sobrevida do enxerto nas bidpsias dos pacientes com VEGF elevado, sendo a
melhor sobrevida a observada nas faixas de expressdo normal de VEGF. O
grupo de pior sobrevida foi o que apresentou reducdo da expressdao do fator.
Esse resultado pode sugerir que sua auséncia também € deletéria.

Obtivemos uma correlacdo negativa entre CD34 e o VEGF de tal forma
que com a reducdo da drea de expressdo de CD34 ocorre um aumento da
expressao do VEGF. Assim, no inicio da lesdo renal, ocorre a reducdo dos
capilares peritubulares e conseqiiente aumento da producdo do VEGF
provavelmente em resposta a agressao sofrida. O aumento da expressao do
VEGF se traduz clinicamente como a piora da sobrevida renal. Com a
progressdo da agressdo ocorre entdo, uma reducdo do VEGF. Essa reducdo se
traduz como piora adicional da sobrevida do enxerto. Assim, acreditamos que
o aumento do VEGF, em fases iniciais da nefropatia contribui de forma muito
mais importante como estimulo pré-inflamatério do que como fator de
angiogénese. A via provdvel de sua acdo seria pela ativacdo dos receptores
VEGFR-1 promovendo o recrutamento de macréfagos, producdo de TGF-B e

fibrose. (Figura 13).
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Lesdo/ - .
Hipéxia |:> Redugdo de capilares |:> HIF |:> VEGF
peritubulares @
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macrogafos
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Figura 13. Modelo tedrico da hipéxia levando a reducd@o dos capilares peritubulares,
producdo do fator induzido pela hipéxia (HIF), aumento da producdo do VEGF e
estimulo quimiotaxico para macréfagos. A conseqiiente producdo de TGF-P causa
inflamacao resultando em lesdo renal
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Conclusao

Com a progressdo da nefropatia cronica do enxerto e nefrotoxicidade
ocorre uma progressiva reducdo dos capilares peritubulares que se
correlacionam com a idade do receptor e a presencga de presenga de episddios
de rejei¢ao celular aguda. O VEGF tem comportamento bimodal com aumento
de expressdo em fases iniciais € menor expressdo na nefropatia grau III.

Com a agressdo renal ocorre a reducdo dos capilares peritubulares e
aumento da expressdo do VEGF, que pode ser demonstrado pela correlagdo
negativa entre os fatores. Nessa fase com o aumento da expressao do VEGF
ocorre reducdo da sobrevida renal. Com o avanco da lesd@o ocorre uma redugao
acentuada dos capilares e diminuicdo da expressio do VEGF. A sobrevida
renal é ainda mais reduzida.

Assim sugerimos que o VEGF € produzido em resposta a hipdxia
causada pela redugdo da microcirculagdo e sua principal acdo € pro-
inflamatéria mais do que angiogénica. O VEGF € um forte estimulo para a

producdo de TGF-B o que resulta em fibrose.
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H4 uma provdvel interacdo entre capilares peritubulares, hipdéxia e
producdo de VEGF e os mediadores envolvidos bem como os eventos iniciais

que lesam a microcirculagdo sao assunto de futuros estudos.
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