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RESUMO

As doencgas decorrentes da aterosclerose apresentam uma prevaléncia mais
elevada entre pacientes submetidos a transplante de o6rgdos sélidos
comparativamente a populagao em geral. Os motivos para esta discrepancia podem
estar na maior exposicdo dos pacientes transplantados a fatores de risco
cardiovascular. Recentemente identificou-se a participacdo de fatores da
coagulagao na patogénese da aterosclerose, tanto em estudos populacionais
quanto em pacientes transplantados.

No presente estudo aferiram-se diversos fatores da coagulacdo e a
exposicao a fatores de risco convencionais para doenga cardiovascular em um
grupo de 270 pacientes transplantados renais comparativamente a um grupo de
individuos saudaveis. Adicionalmente, compararam-se pacientes transplantados
renais com e sem o diagndstico de doenga cardiovascular quanto a exposi¢ao a
caracteristicas ambientais e genéticas relacionadas aos fatores da coagulacdo e
fatores de risco classicos para doenca cardiovascular.

As variaveis estudadas foram: idade, sexo, tabagismo, historia familiar de
doenga cardiovascular, indice de massa corporal, pressdo arterial sistolica e
diastélica, esquema imunossupressor, glicemia, colesterol total, trigliceridios,
fibrinogénio, interleucina-6 (IL-6), inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-
1), fator VIl coagulante (FVlic), polimorfismos genéticos do fator Vlic (Arg/GIn as3),
alfa (T/A 312) e beta (G/A™*°) fibrinogénio, PAI-1 (4G/5G), IL-6 (intron-4).

O grupo de 270 pacientes transplantados renais foi similar ao grupo de 31
individuos saudaveis em relagao a idade, sexo e indice de massa corporal. Entre os
pacientes transplantados a proporgao de tabagistas foi menor (15,9% vs 38,7%) e
pressdo arterial mais elevada (146/84 vs 133/71 mmHg). Os niveis de colesterol

total, trigliceridios, fibrinogénio, interleucina 6, fator VIl coagulante e dimero-D foram



mais elevados nos pacientes transplantados comparativamente aos individuos
saudaveis.

Sessenta e trés (23,3%) pacientes transplantados tinham o diagnéstico de
doenca cardiovascular, sendo que 22 ja apresentavam doenga previamente ao
transplante. Estes pacientes eram mais idosos e apresentavam maior freqliéncia de
histdria familiar positiva para doenga cardiovascular e tabagismo comparativamente
aos pacientes transplantados sem doenca cardiovascular. Nao houve diferenca
entre os 2 grupos em relacdo a sexo, indice de massa corporal e pressao arterial.
Os esquemas de medicagdes imunossupressoras foram similares nos 2 grupos. Os
pacientes com doenca cardiovascular apresentaram niveis significativamente mais
elevados de fibrinogénio [415 (230-1050) mg/dl vs 360 (211-650) mg/dl P<0,001],
interleucina-6 [2,4 (0,26-25) pg/ml vs 2,0 (0,19-23,9) P=0,017], glicose [6,6+-2,7
mmol/L vs 5,9+-1,3 mmol/L P=0,007), trigliceridios [1,8(0,7-7,5) mmol/L vs 1,5 (0,4-
12,3) mmol/L P=0,023] e mais baixos de albumina (40,5+3,3 g/L vs 42,5+3,6 g/L
P<0,001). Os niveis de fator Vlic [97(29,8-214) % vs 96 (40,7-226) %; P=0,31], PAI-
1 [9,9(2,0-34,6) AU/ml vs 9,0(0,8-50) AU/mI; P=0,248] e colesterol total [6,0(4,0-
11,0) mmol/L vs 5,9 (2,9-10,2) mmol/L P=0,454] foram similares.

A frequéncia dos alelos raros dos polimorfismos genéticos dos genes do
beta fibrinogénio (A/G -445), alfa fibrinogénio (A/T 312), IL-6 (intron-4 A/G), fator
Vilc (Arg/GIn-353) e PAI-1 (4G/5G) foram similares entre os pacientes
transplantados renais com e sem doenca cardiovascular. A interagdo do alelo A-445
do beta fibrinogénio e tabagismo associou-se com maior prevaléncia de doenca
cardiovascular nos pacientes transplantados renais.

Em analise de covaridncia observou-se associagdo dos niveis de
fibrinogénio com a idade, niveis de IL-6 e ciclosporinemia. Os niveis de fator Vlic
associaram-se com os niveis de trigliceridios e colesterol e com o genétipo, sendo

mais baixo nos portadores do alelo raro (GIn353). Os niveis de PAI-1 associaram-



se com os niveis de glicose e trigliceridios e com o genétipo, sendo mais elevado
nos portadores do alelo 4G. Os niveis de IL-6 associaram-se com ciclosporinemia.

Em analise de regressao logistica observou-se associagao independente de
doenca cardiovascular com idade, histéria familiar positiva para doenga
cardiovascular, tabagismo e niveis séricos de fibrinogénio e albumina.

Em conclusdo, identificou-se alteragbes no sistema de coagulagcdo de
pacientes transplantados renais a longo prazo. A prevaléncia de doenca
cardiovascular associou-se com estas alteragdes e com fatores de riscos classicos
para doenca cardiovascular, como idade, histéria familiar e tabagismo. Nao
detectou-se associagdo entre a freqiiéncia dos diversos polimorfismos genéticos e
prevaléncia de doenca cardiovascular entre os pacientes transplantados. A
associagao entre a interacdo de tabagismo e presenca do alelo raro (A-445) do
beta-fibrinogénio com o diagnéstico de doenca cardiovascular merece futura

investigagao.



ABSTRACT

The prevalence of clinical consequences of atherosclerosis is increased in
patients submitted to solid organs transplantation, in comparison to the general
population. The reason of this is not completely understood. The exposition to a
higher prevalence of classical risk factors for cardiovascular disease has been
considered. Recently, abnormalities in the coagulation factors are also thought to
play a role in the pathogenesis of the atherosclerosis, both in unselected
populations and transplant patients.

In this study, we studied coagulation factors and the exposition to classical
risk factors for cardiovascular disease in a group of 270 renal transplant recipients
and compared them to a sample of 31 healthy subjects. Additionally, we analysed
those risk factors for cardiovascular disease in transplant patients with and without a
diagnosis of cardiovascular disease. In this setting, we evaluated the distribution of
the coagulation factors levels and polymorphisms of the respective genes.

The variables studied were: age, gender, smoking, family history of
cardiovascular disease, body mass index, blood pressure, immunosuppressor
agents, glicemia, total cholesterol, tryglicerides, fibrinogen, interleukin-6 (IL-6),
plasminogen activator inhibitor type 1(PAI-1), factor VII coagulant (FVlic), D-dimer,
and genetic polymorphisms of factor Vllc (Arg/Gin 3s3), alpha (T/A 312) and beta
(G/A™*) fibrinogen, PAI-1 (4G/5G), IL- 6 (intron-4).

Age, gender and body mass index were similar in renal transplant recipients
and control group. However, in the transplant group the frequency of smokers was
lower (15,9% vs 38,7%) and the blood pressure was higher (146/84 vs
133/71mmHg). The total cholesterol, tryglicerides, fibrinogen, IL-6, factor Vlic and D-
dimer levels were significantly increased in transplant recipients compared to

healthy controls.



Cardiovascular disease was present in sixty-three (23,3%) transplant
patients. Twenty-two of them have had the diagnosis previous to transplantation.
The former patients were older and the frequency of smoking and positive family
history of cardiovascular disease was higher compared to transplant patients without
cardiovascular disease. There were no differences between these 2 groups related
to sex, body mass index and blood pressure. The immunosuppressive regimes were
similar in both groups. The patients with cardiovascular disease presented
significantly higher levels of fibrinogen [415 (230-1050) mg/dl vs 360 (211-650)
mg/dl P<0,001], IL-6 [2,4 (0,26-25) pg/ml vs 2,0 (0,19-23,9) P=0,017], glucose [6,6+-
2,7 mmol/l vs 5,9+-1,3 mmol/l P=0,007) and tryglicerides [1,8(0,7-7,5) mmol/l vs 1,5
(0,4-12,3) mmol/l P=0,023], and lower levels of albumin (40,5+3,3 g/l vs 42,5+3,6
g/l P<0,001). The levels of factor Vlic [ 97(29,8-214) % vs 96 (40,7-226) %; P=0,31],
PAI-1 [9,9(2,0-34,6) AU/mI vs 9,0(0,8-50) AU/mI; P=0,248] and total cholesterol
[6,0(4,0-11,0) mmol/l vs 5,9 (2,9-10,2)] mmol/l P=0,454] were similar.

The frequency of the rare alleles of the polymorphic genes of beta fibrinogen
(A/G -445), alpha fibrinogen (A/T 312), IL-6 (intron-4 A/G), factor Vlic (Arg/Gin-353)
and PAI-1 (4G/5G) were similar in both groups of transplant patients. The interaction
of the beta fibrinogen allele A-445 and smoking was associated with a higher
prevalence of cardiovascular disease.

Fibrinogen levels were associated with age, IL-6 levels and trough levels of
cyclosporin. Difference in plasma factor Vlic levels were associated with factor VI
genotype, tryglicerides and cholesterol. Carriers of the GIn353 allele had lower Vlic
when compared with Arg353 homozygous, which may confer a reduced thrombotic
risk. Difference in PAI-1 levels was associated with glucose, tryglicerides and 4G/5G
genotype. Carriers of the 4G allele had higher PAI-1 levels compared with 5G

homozygous. IL-6 levels were associated with trough cyclosporin levels.



Cardiovascular disease was independently associated with age, positive
family history for cardiovascular disease, smoking, fibrinogen and albumin in
multivariate analysis.

In conclusion, long-term renal transplant recipients manifest alterations in
coagulation system. Cardiovascular disease was associated with these conditions,
as well as with the classical risk factors such as age, positive family history and
smoking. There was no association between the polymorphic genes coding for beta
and alpha fibrinogen, IL-6, factor Vllc and PAI-1 with a higher prevalence of
cardiovascular disease in the transplant recipients presently studied. The
association between the prevalence of cardiovascular disease and interaction of

smoking and the B-fibrinogen A-445 allele deserves further investigation.



INTRODUGAO

As doencas decorrentes de aterosclerose — cardiopatia isquémica, doenca
cerebro-vascular, doenca vascular periférica - tém alta prevaléncia nas sociedades
ocidentais com taxa de mortalidade mais elevada na Gra- Bretanha, nordeste da Europa,
EUA, Australia e Nova Zelandia. Houve um aumento da taxa de mortalidade no final da
primeira guerra mundial atingindo o pico no final dos anos 50 na Europa e final dos anos
60 nos EUA. Mudancas de habitos dietéticos, pratica de exercicios, redugdo do
tabagismo e melhora do nivel sécio-econémico das populacdes foram fatores que
contribuiram para uma queda de 45% na mortalidade. Atualmente, ainda 50% dos
pacientes morrem no primeiro evento coronariano, sendo 25% imediatamente apés o
evento.’

Nos paises desenvolvidos, a doenga cardiovascular, especialmente o infarto do
miocardio, permanece como a principal causa de morte nos pacientes que necessitam
terapéutica de substituicdo da funcdo renal. Dados do Registro da Associagdo Européia
de Dialise e Transplante (EDTA) de 1990 mostram que a freqliéncia de 6bito por doenga
cardiovascular nos pacientes em hemodialise, didlise peritoneal e transplantados foi de
41%, 55% e 38%, respectivamente. Nos pacientes transplantados a incidéncia de infarto
do miocardio é 8 a 15 vezes maior do que na populagdo geral’ Embora exista uma
relagdo entre a prevaléncia de complicagbes ateroscleréticas pré e poés-transplante, a
incidéncia de doenca cardiovascular &, também, elevada nos pacientes sem evidéncia de
aterosclerose antes do transplante.® *

Esta alta prevaléncia de complicagdes cardiovasculares em pacientes submetidos
a tratamento de substituicdo da funcdo renal sugere que a didlise e o transplante podem

acelerar o processo de aterosclerose.’ A natureza desta associagdo ainda nao esta clara,



no entanto, a presenca de fatores de risco conhecidos na populacdo geral como
hiperlipidemia, intolerancia a glicose, tabagismo e, principalmente, hipertensdo, é
altamente freqliente nesses pacientes. Além destes fatores de risco bem estabelecidos,
novos fatores contribuem para o desenvolvimento de aterosclerose nestes pacientes,
como alteracdo no ritmo circadiano da pressao arterial, diminui¢do da fibrinélise, aumento
da oxidagéo e niveis plasmaticos elevados de homocisteina °.

Desde o inicio dos anos 80 a participagdo da trombose na etiopatogenia da
cardiopatia isquémica tem recebido progressivo destaque. A trombose coronariana
constitui-se no substrato dominante nas sindromes de angina instavel, infarto do
miocardio e morte subita, além de participar da génese e desenvolvimento de novas

lesbes ateromatosas e lesdes re-estendticas®.

Patogénese da aterosclerose

A aterosclerose € um processo de etiologia multifatorial, comeg¢ando na infancia e
se tornando clinicamente evidente na idade adulta. Embora as lesdes ateroscleréticas
possam ser vistas em todos leitos vasculares, certas areas, de maior estresse
hemodinamico, sdo mais freqientemente acometidas, como o arco aértico, os locais de
ramificagdes dos grandes vasos, artérias carétidas e coronarias.

No século passado haviam duas hipéteses principais para a patogénese da
aterosclerose. A primeira hipotese, da “encrostagdo” ou “trombética”, descrita por Carl
von Rokitanski’ em 1852 e modificada por Duguid®, sugeria que o processo inicial
consistia na deposicao de fibrina na intima resultando em espessamento intimal, com
subsequente organizagao por fibroblastos e acimulo secundario de lipidios. A segunda, a
hipétese “lipidica” proposta por Virchow ° em 1856, sugeria que os lipidios na parede do
vaso representavam a infiltragdo de lipidios sangiineos, os quais subsequentemente

formavam complexos com acidos mucopolissacarideos; o acumulo destes lipidios na
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parede arterial resultaria em um desequilibrio em dire¢gdo aos mecanismos de deposi¢cao
sobre os de remocao. Hoje é aceita a hipotese de “resposta a injuria”, desenvolvida por
Ross'®, como o processo iniciador da aterosclerose, que nada mais € do que a integracao
das duas hipéteses. A aterosclerose parece se desenvolver como um processo de reparo
a repetidos danos na parede vascular onde os fatores de risco funcionam por promover
ciclos cronicos de dano e reparo. O LDL oxidado, toxinas do cigarro, tensdo de
cisalhamento (“shear stress”) da hipertensao, homocisteina', fibrina e infec¢des' podem
causar disfuncdo endotelial levando a uma resposta protetora. As células endoteliais
expressam moléculas de adesdo, produzem substancias promotoras do crescimento e
ativam a cascata da coagulacéo. Monécitos e linfocitos T aderem ao endotélio ativado, se
ativam e produzem fatores de crescimento, citocinas e quimioatrativos. Os leucécitos
aderentes migram para a intima arterial onde células musculares lisas sa@o recrutadas da
camada intima e média vascular. Com a repeticdo de dano e reparo ha acumulo de
células musculares lisas, proteinas da matriz, macréfagos com contetdo lipidico e células
T formando a placa aterosclerética.

Na evolugdo da aterosclerose espontanea envolvem-se cinco tipos de células:
endoteliais, mondcitos/macréfagos, células musculares lisas, plaquetas e linfécitos. Ha
uma complexa interagao entre estas células levando ao aumento da produgdo de
moléculas que estimulam ou inibem o processo de crescimento, contracdo, adesao,
secrecao e expressao de genes. As principais moléculas implicadas estdo apresentadas

no quadro 1.
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Quadro 1

Substancias reguladoras de mitose e outras fungdes celulares envolvidas na
patogénese da aterosclerose

Estimuladoras
Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
Fator de crescimento de células endoteliais (ECGF)
Fator de crescimento de fibroblastos (FGF)
Fator de crescimento derivado de células musculares lisas (SMCDGF)
Interleucina-1 (IL-1)
Interleucina-6 (IL-6)
Fator Beta transformador crescimento (TGFb)
Lipoproteinas de baixa densidade ( LDL)
Substancias vasoativas

Angiotensina Il

Epinefrina

Norepinefrina

Serotonina

Neuropeptidios P e K

Endotelina

Trombina

Leucotrienos B4, C4, D4

Prostaglandina E2, prostaciclina
Inibidoras
Fator beta transformador do crescimento (TGFb)
Substancias semelhantes a heparina
Substancias vasodilatadoras
Fator relaxante derivado de endotélio ( 6xido nitrico)
Prostaglandina E, E2, prostaciclina
Interferon gama

Adaptada de Fuster *

O endotélio exerce um papel central na patogénese da aterosclerose. A presenca
de dano endotelial ou mesmo disfuncdo endotelial leva a uma diminuigdo na producao de
prostaciclina - que previne deposicao de plaquetas e vasoespasmo - e 6xido nitrico - que
medeia a agado vasodilatadora da acetilcolina sobre as células musculares lisas - e um
aumento de fatores vasoconstritores como a endotelina-1. Os fatores relaxadores

predominam em condi¢gdes fisioldégicas enquanto que no endotélio lesado ou

disfuncionado predominam os fatores constritores. '

Propde-se, também, a participagdo do sistema imunolégico na patogénese da
aterosclerose. Depésitos granulares de imunoglobulinas e componentes do
complemento, bem como altos niveis de expressdao do receptor C3b nos macréfagos

foram observados dentro de lesdes ateromatosas. Além deste fendmeno humoral, células
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T ativadas tem sido isoladas em estagios precoces, entre zonas de transi¢do entre intima
normal e deposicdo de gorduras, predominando sobre mondcitos/macréfagos. Os
antigenos candidatos a estarem envolvidos nas reagdes imunes no curso da
aterosclerose sao: constituintes de lipoproteinas modificadas; antigenos ocultos expostos
apos a necrose celular; antigenos nao lipoproteinas com altera¢do propria; antigenos que
aparecem ap0Os desnaturagdo de proteinas autélogas, tais como durante infeccdo ou
devido a alteragbes fisicas ou quimicas com mimitismo antigénico, com reacdes
imunolégicas cruzadas entre material exégeno e auto-antigenos.

Wick e colaboradores '* sugerem que ocorra uma reagdo auto-imune contra “heat
shock protein 60" (Hsp 60), expressa pelas células endoteliais nas areas onde ocorre
estresse hemodinamico, iniciando o evento da aterosclerose. Este estado inflamatério,
potencialmente reversivel, pode progredir para lesdao aterosclerética completa se
estiverem presentes fatores de risco adicionais, como hipertensao, hipercolesterolemia,
tabagismo e obesidade. Esta hipétese de desenvolvimento de aterosclerose baseada na
reagdo imunolégica primaria concorda com a hipétese de “resposta a injuria” e “LDL
modificado”. Entretanto, muitas duvidas ainda permanecem, especialmente se a
sensibilizagdo ocorre por reagdo cruzada entre a Hps60 e Hps65 induzida por um
antigeno exogeno (pos-infecgdo) ou se ocorre uma reagdo auto-imune contra a Hsp 60.

O processo de progressdo da placa aterosclerética foi classificada Stary’® em 5
fases, desde a presenga de uma faixa adiposa até lesées avangadas complicadas. A fase
1 é representada por uma lesdo pequena, geralmente encontrada em individuos abaixo
dos 30 anos, composta por células espumosas derivadas de macrofagos com goticulas
lipidicas até células musculares lisas cercadas por lipidios extracelulares. A fase 2
consiste de uma placa, geralmente com alto contetdo lipidico, passivel de ruptura,
podendo ser estendtica ou ndo. A fase 2 pode evoluir para a fase aguda 3 ou 4, e estas
podem evoluir para a fase 5 (fibrética). A fase 3 consiste de uma lesdo complicada aguda

como resultado de uma ruptura ou fissura, geralmente de uma estenose nao severa. Esta
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contribui para a formacao de um trombo mural, que pode nao ocluir completamente a
arteria. Como resultado de mudangas em geometria de placas rompidas e de
organizagao de um trombo mural pelo tecido conectivo, a placa pode progredir para o tipo
mais estendtico e mais fibrotico de lesdes da fase 5. Estas podem se manifestar
clinicamente por angina e evoluir para lesdes oclusivas. A oclusdo final pode ser
silenciosa, sem manifestagdes clinicas, devido ao aumento das artérias colaterais
protetoras formadas pela estenose precedente e isquemia.

A lesdao aguda complicada na fase 4, ao contrario do que a caracteriza por um
trombo mural na fase 3, constitui-se de um trombo oclusivo, clinicamente manifestada por
sindrome coronariana aguda. Este trombo oclusivo pode tornar-se fibrético ou oclusivo da
fase 5 se néo for dissolvido fisiologica ou farmacologicamente. Esta classificagdo permite
a correlacao entre as fases clinicas de evolucao da placa e o tipo patologico das lesdes

descritas.

Relacao entre alteracdes de coagulacao e doenca cardiovascular

Embora tenha sido sugerido no século passado e, novamente, nos meados dos
anos 40, foi somente nos anos 80 que a ativacdo dos fatores da coagulacao,
especialmente fibrinogénio, além de uma diminuicdo da fibrindlise, passaram a ser
aceitos como potenciais fatores envolvidos na aterogénese, em adi¢cdo ao seu papel na
oclusdo vascular aguda. Trés tipos de estudos enfatizaram a importancia dos fatores
hemostaticos: 1) estudos histolégicos demonstraram que a maioria dos infartos do
miocardio resultam de oclusdo tromboética da artéria coronariana, frequentemente
associada com uma ruptura da placa aterosclerética'”'®; 2) agentes tromboliticos, como
estreptoquinase, uroquinase e ativador do plasminogénio tecidual foram sendo utilizados
mais frequentemente em pacientes com trombose venosa e arterial '%- 3) surgimento do
fibrinogénio como um fator de risco independente para infarto do miocardio com

importancia similar a do colesterol. 2°%'%%2
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A cascata da coagulagéo esta representada na figura 1.

Via extrinseca Via intrinseca
TF Xl
= viia IX )g & Xiia
TFPI llalTF | => @ = Xl
Xla
Vllla @ iy
= x => Xa AT |
] ¢
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: = |

Figura 1:

Representagao esquematica da cascata da coagulagdo. Em azul e verde

estdo os fatores que favorecem a coagulagdo e em amarelo os fatores que
dificultam a coagulagéo ou favorecem a fibrindlise. A letra 'a’ indica o estado de
ativacdo da proteina.

TF: fator tecidual TFPI: Via inibitoria do fator tecidual

PC: proteina C PS: proteina S

PT: protrombina Th: trombina

ATIII: antitrombina IlI FDP: produtos de degradagéo da fibrina
Mo/Ma: monécitos/macréfagos t-PA: ativador tecidual do plasminogénio

PAI-1: inibidor 1 do ativador do plasminogénio IL-6: interleucina-6

Fibrinogénio e Fator VIl da coagulacao

O fibrinogénio € uma proteina da fase de resposta aguda. Além de ser essencial
para a hemostasia normal ao ser polimerizado por agcdo da trombina para formar fibrina
como o evento final da cascata da coagulagdo, aumenta a viscosidade sanguinea, os
glébulos vermelhos e a agregacao plaquetaria.®® O fibrinogénio e seus produtos podem
penetrar na parede vascular contribuindo para a patogenése da aterosclerose através de

seus efeitos sobre o endotélio e células da muscular lisa vascular.
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Dada a natureza inflamatéria da placa aterosclerética, sugere-se que o aumento
dos niveis de fibrinogénio plasmatico associados a doenga atero-trombética pode refletir
o grau de doenca vascular pré-existente.>** No entanto, muitos estudos epidemiolégicos
prospectivos mostram uma correlagdo positiva entre concentracdao plasmatica de
fibrinogénio e fator VII e subsequentes eventos cardiovasculares isquémicos, como
infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, morte subita, e doenga vascular
periférica oclusiva (Figura 2).2%%2%%% Nos diferentes estudos, a razdo de chance para
doencga cardiovascular foi maior nos pacientes que tinham niveis plasmaticos no terco
superior em relacdo ao inferior, como estda demonstrado na figura 3. O fibrinogénio ja
fora, inclusive, listado em livro texto entre os fatores de risco classicos para doenca

cardiovascular (quadro 2).*'
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Figura 2

Estudos epidemiol6gicos prospectivos mostrando a associagdo entre os niveis

plasmatico do fibrinogénio e doenca cardiovascular.

OBS: Os tercis dos niveis plasmaticos de fibrinogénio foram definidos como: inferior (126-264
mg/dl), médio (265 — 311 mg/dl) e superior (312 - 696mg/dl).
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Figura 3:

Razao de chances para doenga cardiovascular em individuos com niveis de
fibrinogénio no tercil superior comparados com individuos com niveis no tercil
inferior, nos diferentes estudos epidemiolégicos.

OR= Razéao de chances (odds ratio)

Cl= cardiopatia isquémica AVC= acidente vascular cerebral

Quadro 2
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Fatores de risco para doenca cardiovascular

| Sexo masculino

' Raga (indios ocidentais)

Dieta rica em gordura saturadas e colesterol, pobre em frutas, graos e vegetais
Histéria familiar (< 55 anos) em parentes de 1° grau
Hipercolesterolemia ( > 210 mg/dl / 5,2 mmolfl)

| Tabagismo

| Hipertensgo arterial sistémica

- HDL < 35 mg/dl / 0,9 mmol/l

Diabete Melito

Obesidade severa ( >30% excesso)

Lipoproteina (a) elevada

. Fibrinogénio elevado

| Hiperhocisteinemia

O estudo de Northwick Park Heart (NPSH) foi o primeiro a identificar os niveis de
fibrinogénio e atividade do fator VII da coagulagdo como fator capaz de prever a
ocorréncia de eventos coronarianos agudos em homens. Mostrou que estes dois fatores
eram tao poderosos quanto os niveis de colesterol total em predizer risco. Para cada
aumento de um desvio padrdo do fibrinogénio, o risco aumentou em 84% e em 62% no
caso do fator VII. Considerando o fator VII, este efeito foi mais acentuado dentro dos
primeiros 5 anos.

Neste mesmo estudo foi observado, em homens jovens (40-54 anos), que o
aumento da atividade do fator VIl estava relacionado com eventos coronarianos fatais e
que havia uma relagdo forte a longo prazo entre uma baixa atividade fibrinolitica e a
incidéncia de doencga coronariana isquémica. Obesidade, atividade do fator VIl e
fibrinogénio associaram-se inversamente com atividade fibrinolitica® .

Varios fatores tém sido associados com o aumento e a diminuicdo dos niveis de
fibrinogénio (quadro 3) e fator VII (quadro 4). Os niveis de fibrinogénio e fator VII
aumentam com a idade, com o peso corporal, em mulheres usando anticoncepcional oral
e em menopausa, apresentando variagdo sazonal **. Além disso, diabete melito ** e
sindrome nefrético *° estdo associados com niveis elevados de fibrinogénio. Entre os

fatores ambientais, os mais importantes sdo a relagcdo entre tabagismo e niveis de
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fibrinogénio *® e dieta com fator VII. O consumo moderado de alcool relaciona-se a niveis

mais baixos de fibrinogénio .

Quadro 3:
Fatores relacionados a produgdo do fibrinogénio

Fatores aumentam Fatores diminuem

Idade Suspenséao do tabagismo
Sexo Atividade fisica
Menopausa Moderado consumo alcool
Genética Perda de peso

Raca Reposicdo hormonal pés-menopausa
Tabagismo

Obesidade

Estresse

Anticoncepcional oral

Gestacao

Dieta gordurosa

Quadro 4
Fatores associados com o aumento da produgéo do fator VI

Fatores associados ao aumento do fator Vil
Idade

indice de massa corporal

Contraceptivos orais

Menopausa

Dieta rica em gordura (VLDL e quilomicrons)
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Fatores ambientais e coagulagao

Tabagismo e Fibrinogénio

A intensidade do tabagismo parece ter uma influéncia direta nos niveis de
fibrinogénio. A cada 10 cigarros consumidos, aumentam em 0,1 g/L os niveis de
fibrinogénio. Um estudo com 30 individuos tabagistas demonstrou que apés duas
semanas de abandono do fumo os niveis de fibrinogénio, hematocrito, viscosidade
sanguinea e plasmatica foram significativamente mais baixos, comparativamente ao
periodo de tabagismo, além de haver aumento nos niveis do HDL- colesterol.*® O NPSH,
também, mostrou que tabagistas ativos tém niveis marcadamente elevados de
fibrinogénio. Os ex-tabagistas apresentam niveis intermediarios proporcionais ao
intervalo de tempo de abandono, sendo necessarios 5 anos para que as médias se
equiparassem as dos ndo fumantes. Nos individuos que pararam de fumar houve
aumento de 3% nos niveis de Vlic e diminui¢cdo de 4,5% nos que voltaram ou iniciaram a
fumar. Com o controle para indice de massa corporal em analise multivariada
desapareceu o efeito residual do fumo, pois os que pararam de fumar durante o
acompanhamento ganharam em media 3,5 Kg comparativamente com 0,7 nos que
continuaram fumando e 0,9 nos que nunca fumaram®. Estes estudos sugerem que
grande parte da relagcdo entre tabagismo e doenga cardiaca isquémica possa ser

mediada pelo fibrinogénio.

Dieta e Fator VI

Existe uma correlagdo entre os niveis de colesterol e fator Vlic em humanos e

também uma associagdo com a ingestao de gordura®.
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O fator VII combina-se com o fator tecidual e ativa o fator X, que por sua vez
transforma protrombina em trombina. Entre as fontes do fator tecidual in vivo estdo a
ruptura aguda de placas de ateroma e o resultado da agdo de citocinas no endotélio. O
fator XII também pode ativar diretamente o fator VIl. A importancia deste mecanismo
consiste na possibilidade do fator Xl ser ativado por acidos graxos carregados

negativamente em particulas lipoproteicas ricas em trigliceridios.*’

Exercicio

O efeito do exercicio no risco cardiovascular pode ser parcialmente mediado pelas
alteragées nos niveis plasmaticos de fibrinogénio. Imediatamente apés exercicio
extenuante ha aumento das concentracées plasmaticas de fibrinogénio, associando-se
com risco para infarto do miocardio. A redugcdo dos niveis plasmaticos de fibrinogénio

propiciado por exercicios sistematicos associa-se com redugao de risco.*?

Interacdo entre fatores genéticos e ambientais

Algumas doencgas sdo determinadas por alteragbes genéticas em que um unico
gene principal (monogénica) esta envolvido e o portador deste desenvolvera a doenga
dependendo do padrdo de heranca do gene. Estas doencgas s&o raras e 0 meio tem
pouca ou nenhuma influéncia na sua manifestagdo como, por exemplo, a fibrose cistica.
Em doengas de determinagdo poligénica ha interagdo com o ambiente para a causagao,
como por exemplo, nas doengas cardiovasculares.

As duas formas principais de investigacdo de doengas associadas a alteragées
genéticas sdo: o rastreamento de todo o genoma, com vistas a detectar novos genes em
pares de individuos afetados comparativamente a ndo afetados, e a pesquisa de

polimorfismos de genes ja conhecidos.
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Na primeira o genétipo é determinado por marcadores polimérficos distribuidos
através de todo genoma, sendo que o excesso de alelos compartilhados indica as regiées
candidatas do genoma. Por meio de diversas técnicas de biologia molecular, em geral
dispendiosas e trabalhosas, como clonagem em plasmideos e cosmidios, se identificam
os novos genes. Por sua vez, a pesquisa de polimorfismos consiste na identificacao de
genes candidados, codificadores de sintese de substancias potencialmente envolvidas na
fisiopatologia da doenca. Por esta abordagem identifica-se polimorfismos nos genes
candidatos, analisando-se o efeito destes polimorfismos no fenétipo intermediario e na
doenca atraves de estudos prospectivos, casos-controle ou de pares de individuos
afetados. Este método vem sendo utilizado em pesquisa genética de doenca
cardiovascular aterosclerética.

Neste estudo sdo avaliados alguns polimorfismos dos genes de proteinas
envolvidas na coagulacdo e fibrindlise, candidatos a estarem ligados a patogénese da
doenca atero-trombética, tais como fibrinogénio, fator VII, inibidor do ativador do
plasminogénio e interleucina 6.

O fibrinogénio € uma molécula de 340 KDa, sintetizado no figado e
megacariocitos, consistindo de 3 pares de cadeias polipeptidicas, A alfa, B beta e gama,
cada uma codificada por um gene diferente localizado no cromossoma 4. A sua sintese
encontra-se sob controle de retroalimentagao positiva pelos produtos de degradacao da
fibrina, os quais induzem os mondcitos/macréfagos a produzirem interleucina-6 (IL-6).
Esta é uma das principais citocinas pré-inflamatérias envolvidas na fase de resposta
aguda mediadora da transcrigdo do fibrinogénio através da agao sobre a cadeia BJ.

O fator VII, um fator da coagulagdo dependente de vitamina K também é
produzido no figado. E formado por uma cadeia Unica, codificada por um gene localizado
no cromossoma 13. Esta sob controle de retroalimentacdo positiva na transcrigdo, por um
peptideo fragmento da protrombina ativada (F1+2), um marcador da ativacdo da
coagulacao.

31



A produgdo de fibrinogénio e fator VII também sido influenciados por
determinantes genéticos. Entre outros polimorfismos nos genes do fibrinogénio, encontra-
se uma variagdo comum na sequéncia de G/A na posi¢do -445 na regido promotora do
gene do p-fibrinogénio. Portadores do alelo A representam em torno de 20% da
populagdo apresentando niveis de fibrinogénio 0,3-0,5 g/L mais elevados que os GG. O
efeito deste gendtipo indica um possivel aumento no risco de trombose. A magnitude
deste efeito &€ modulada por varios fatores ambientais, demonstrando haver uma
interagcdo do genoétipo com sexo, idade, tabagismo e atividade fisica na determinacé@o dos
niveis plasmaticos de fibrinogénio*. A associacdo do tabagismo com niveis de

-455

fibrinogénio € mais pronunciada nos portadores do alelo polimérfico (A™"" ) comparados

“9%y44. 45 Isto talvez seja mediado por uma

com os homozigotos para o alelo comum (G
resposta exacerbada do alelo A a interleucina-6 produzida pelos macréfagos pulmonares
estimulados pelo fumo. Estudos de pacientes com doenga cardiaca isquémica também
evidenciaram associagao deste polimorfismo com os niveis de fibrinogénio. A freqiiéncia

dos alelos n&o diferem entre pacientes e controles® *’

, porém, a frequéncia do alelo raro
foi associado & maior gravidade da doenca. ¥/

Na regiao codificadora do gene do alfa fibrinogénio, também, foi descrito um sitio
polimérfico na posigdo 312 (ACT/GCT) levando a mudanga do aminoacido treonina por
alanina. Os efeitos desse polimorfismo na fung¢ao ou estrutura do fibrinogénio sdo pouco
conhecidos.*® Observou-se em um grupo de mulheres em menopausa que a resposta
dos niveis de fibrinogénio ao exercicio fisico foi menor nas homozigotas para o alelo raro
(GG: alanina/alanina). *°

Aproximadamente 20% da populagdo é heterozigota para um polimorfismo do
gene do fator VII, havendo substituicdo do amino acido 353 de arginina (Arg 353 ) por

glutamina (GIn 353 ). Os portadores do alelo GIn 353 apresentam niveis de fator VII

coagulante (Vlic) e antigeno em torno de 20-25% mais baixos que os homozigotos para
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Arg,., Além disso, os portadores do alelo polimérfico apresentam uma menor correlagio

entre niveis de Vlic e trigliceridios e uma produgéo pés-prandial mais baixa de fator Vlic
ativado, o que poderia ser um fator protetor para doenca aterotrombética. ***’
Recentemente, um estudo de caso-controle italiano mostrou uma menor razdo de

chance para infarto do miocardio e niveis mais baixos de fator Vlic nos portadores do

alelo Glnasa ,52

Fibrindlise

A fibrindlise constitui um dos mecanismos de defesa enddgenos contra a
formacdo de trombo. O sistema fibrinolitico quiescente € normalmente ativado pelo
coagulo de fibrina. A fragmentagao do fibrinogénio e fibrina é feita pela plasmina, uma
protease especifica gerada pela acdo dos ativadores do plasminogénio sobre os
precursores inativos do plasminogénio presentes no sangue e parede vascular. Os
principais ativadores do plasminogénio no sistema vascular sdo o ativador do
plasminogénio tipo tecidual (t-PA) e a urokinase. A fibrinélise & regulada pelo balango
entre os ativadores do plasminogénio e o inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1),
especifico de agao rapida, produzido no endotélio, células musculares lisas, figado e
plaquetas. O PAI-1 € o principal regulador da fibrindlise. Um desequilibrio entre os
ativadores do plasminogénio e PAI-1 pode levar a consequéncias clinicas. Por exemplo,
um excesso de ativadores do plasminogénio ou uma deficiéncia de PAI-1 pode se
manifestar por hemorragia, enquanto uma deficiéncia de ativadores do plasminogénio ou
um excesso de PAI-1 pode se manifestar por trombose.*® PAI-1 e o sistema fibrinolitico
sdo importantes no tanto no limen quanto na parede vascular. Excesso de PAI-1 tém
sido encontrado nas placas ateroscleréticas humanas comparativamente a vasos
sangiiineos saudaveis.® A plasmina age na parede arterial ativando as

metaloproteinases da matriz que sdo importantes no remodelamento vascular seguindo a
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lesdo da parede do vaso.*® Logo, o excesso de PAI-1 na placa aterosclerética diminui a
plasmina na parede do vaso, diminui a ativagdo das metaloproteinases e a capacidade de
remodelamento. A plasmina também ativa a citocina, fator transformador do crescimento
(TGF-B), o qual suprime a migracdo e proliferagdo das células musculares lisas. A
angiotensina Il atua sobre o sistema fibrinolitico aumentando a produgédo de PAI-1 e
diminuindo a produgéo de t-PA, por degradar a bradicinina, um mediador da produgéo do
t-PA pelas células endoteliais,®.

A atividade do PAI-1 tem sido correlacionada com niveis de insulina plasmatica,
moléculas semelhantes a insulina e trigliceridios.

A atividade fibrinolitica esta reduzida em varias situagdes clinicas, como a diabete
nao-insulino dependente *” e doenga cardiovascular™.

Em pacientes com angina instavel e infarto agudo do miocardio observou-se
niveis mais elevados de antigenos relacionados a fibrina (D-dimero) e fibrinogénio (D-
mondmero), comparativamente a pacientes com angina estavel, controles sadios e
controles doentes, sugerindo haver formacao ativa de coagulo e lise naquelas
situagdes.”® Observou-se aumento de niveis plasmaticos de PAI-1 em jovens que
sofreram infarto do miocardio, comparativamente a controles saudaveis de mesma
idade®, associando-se, também, com risco aumentado de infarto recorrente®. Em um
estudo prospectivo de 2 anos de seguimento, os niveis aumentados de antigenos de t-PA
em pacientes com angina do peito foram preditivos de subsequente infarto ou morte
stbita.’’

Um sitio polimoérfico no gene PAI-1, uma inser¢ao (5G) / delegdo (4G) de um par
de base foi identificado a 675 pares de base antes do comecgo da transcricdo do gene.
Em uma amostra de pacientes jovens com infarto do miocardio prévio foram
demonstrados niveis mais elevados de PAI-1 nos portadores do alelo 4G do que nos
portadores do alelo 5G. Este achados se reproduziram em outro estudo, em pacientes

diabéticos ndo-insulino dependentes, no qual os principais determinantes da atividade do
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PAI-1 foram a sensibilidade a insulina e a interacdo entre o gendtipo 4G/5G e

trigliceridios.®?

Interleucina-6 (IL-6)

A IL-6 & uma citocina com efeito pré-inflamatério multiplo. Descreve-se sintese de
IL-6 em varios tecidos, especialmente em mondcitos, células endoteliais, células
musculares lisas e fibroblastos. Experimentos em ratos sugerem que as células de
Kupffer do figado podem secretar IL-6. As células endoteliais e mondcitos secretam IL-6
apos tratamento com IL-1, o mesmo ocorrendo com as células endoteliais tratadas com
fator de necrose tumoral.

Além de relacionar-se a aterogénese pelo estimulo a produgao de fibrinogénio, ha
aumento nos niveis de L-6 e IL-8 na parede arterial aterosclerética (placas fibrosas) como
depositos celulares e extracelulares na matriz de tecido conjuntivo, bem como um
aumento local na transcrigdo de seus genes. Isto sugere um aumento na produgao local
de IL-6 pelas células da parede arterial.®*®* Szekanecz estudou o papel das citocinas
pré-inflamatérias na patogénese do aneurisma de aorta abdominal, observando aumento
na producdo de IL-6 e interfferon-gama no sobrenadante de culturas de tecido de
aneurisma de aorta abdominal comparativamente a aorta normal®. A IL-6 pode ser uma
das principais moléculas reguladoras de crescimento responsavel pela proliferagdo das
células musculares lisas.

A trombina estimula as células musculares lisas da parede arterial a produzirem
IL-6, possivelmente mediada por receptores de trombina. Células musculares lisas e
células endoteliais, mas ndo mondcitos, contéem mRNA codificador para receptores de
trombina. A expressdo destes receptores na superficie celular foi detectada através de

um novo anticorpo monoclonal, sugerindo que as células musculares lisas podem ser
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mais sensiveis que mondcitos/macréfagos a ativagdo pela trombina no ateroma
humano.®®

Um sitio polimérfico da IL-6 foi descrito por Bowcock®, estando presente em uma
populagdo de caucasoides com uma freqiéncia de 0,45 (330 cromossomas), porém sua
localizagdo nédo foi definida precisamente devido ao método de detecgdo empregado.
Ainda ndo se descreveu associagdo deste polimorfismo da IL-6 em algum estado

patolégico.

Transplante e coagulagao: papel da medicagdao imunossupressora

O uso de ciclosporina e prednisona tem sido relacionado com um aumento da
coagulacdo e diminuigéo da fibrindlise® °°. Estudos de cultura de células mostraram que
a ciclosporina aumenta a sintese de tromboplastina e fator VII’°. Estudos clinicos
mostram concentragdes aumentadas de fibrinogénio e fator Vllic em transplantados
renais tratados com ciclosporina, além de identificar aumento da adesividade plaquetaria.
71, 72

A diminuicdo da atividade fibrinolitica tem sido atribuida a um aumento nos niveis
de PAI-1 em receptores de transplante renal. > ™ ® Observou-se em pacientes
transplantados cardiacos um estado protrombético atribuido a um aumento dos niveis de
fibrinogénio, relacionado, ao menos parcialmente, ao uso de ciclosporina e prednisona.”

Alguns estudos in vitro demonstram aumento da expressdo e secregdo IL-6 ™
com o uso de ciclosporina, mas outros mostraram diminuicdo da secreg¢ado desta
interleucina e um aumento da expressao de seu receptor.”’

Estudos in vivo e in vitro demonstraram que os corticosterdides aumentam os

niveis de PAI-1 e diminuem at-PA a. 7 7°
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QUADRO CONCEITUAL

As doencas decorrentes de aterosclerose e trombose sdo de alta prevaléncia e
acometem, particularmente, os pacientes transplantados renais.

Além dos fatores de risco convencionais, fatores da coagulagao e fibrindlise estéo
envolvidos na patogénese da aterosclerose. Estudos epidemiolégicos prospectivos
mostraram um risco maior de eventos cardiovasculares em pacientes com niveis mais
altos de fibrinogénio e fator Vllc. Um aumento do principal regulador da fibrindlise -
inibidor do ativador do plasminogénio - (PAI-1), parece conferir maior risco. A produgao
destes fatores é determinada geneticamente e por acdo ambiental.

Alguns polimorfismos nos genes do fibrinogénio e PAI-1 mostraram uma relagdo
com aumento da producéo de suas proteinas. Por outro lado, um polimorfismo no gene
do fator VIl mostrou uma relacdo com niveis mais baixos de fator Vllc podendo conferir
protecéo para doencga cardiovascular.

A interleucina-6, além de ser uma das principais citocinas da fase de resposta
aguda envolvida no aumento da produ¢ado hepatica de fibrinogénio, pode estar envolvida
diretamente na formacdo da placa aterosclerética. Um sitio polimérfico no seu gene foi
descrito, porém sem localizagdo precisa, e nao foi descrita associagdo com alguma
condicado patolégica.

O transplante de 6rgaos sélidos & uma situagdo peculiar em que o uso de drogas
imunossupressoras faz-se necessario. Além de outros efeitos adversos, como
hipertensao, dislipidemia e intolerancia a glicose, estas drogas foram relacionadas ao

aumento de interleucina-6, fibrinogénio, fator VIl e PAI-1.

Considerando a alta prevaléncia de doenga cardiovascular em pacientes

submetidos a transplante renal e a presenca de diversas variaveis que atuam sobre os



fatores da coagulacao, justifica-se investigar interacao entre determinantes genéticos e

ambientais dos fatores da coagulacao e fibrindlise nesta populagéo.

Quadro 5:

Quadro conceitual

Associacao de fatores genéticos e ambientais

1 fatores da coagulacao

| fibrinslise

Prevaléncia de doeng¢a cardiovascular
em pacientes submetidos a transplante renal

Com base no exposto, estabelece-se a hipétese conceitual da presente tese.
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HIPOTESE CONCEITUAL

Os fatores envolvidos na coagulagcdo dos pacientes transplantados renais estao
alterados em relagao aos individuos normais e podem contribuir para a maior prevaléncia
de doenca cardiovascular nestes pacientes. A interacdao de determinantes genéticos e
ambientais de fatores da coagulagdo estdo potencialmente associados a estas

alteragdes.

OBJETIVOS

a) Comparar os fatores envolvidos na coagulacdo dos pacientes transplantados
renais com um grupo de individuos normais.

b) Comparar os fatores envolvidos na coagulagdo entre os pacientes
transplantados renais com e sem doenga cardiovascular (DCV).

c) Investigar a associagao entre polimorfismos genéticos de fatores da coagulagdo
e sua interagdo com fatores ambientais com a prevaléncia de doenga
cardiovascular em pacientes transplantados renais.

d) Analisar as variaveis constituicionais e ambientais que estdo potencialmente
associados a producéo dos fatores da coagulagao.

e) Mapear o sitio polimérfico da IL-6 e testar sua associacdo com 0s niveis sericos
de IL-6 e com a presenga de doenca cardiovascular em uma populacdo de

transplantados renais.
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MATERIAL e METODOS

Delineamento do Estudo

Estudo transversal, prospectivamente planejado.

Hipotese operacional

Parte 1. Os fatores de risco convencionais de doenca cardiovascular e fatores

envolvidos na coagulagdo, medidos pelos seguintes parametros, séo
iguais em pacientes transplantados renais e individuos normais:
tabagismo, histéria familiar de doenga cardiovascular, indice de massa
corporal, pressdo arterial sistélica e diastélica, glicemia, colesterol total,
trigliceridios, fibrinogénio, interleucina-6, atividade do fator Vil

coagulante, inibidor-1 do ativador do plasminogénio.

Parte 2: A frequéncia de polimorfismos de genes candidatos ao desenvolvimento

Amostragem

da aterosclerose, fatores de coagulacdo e fatores de risco
convencionais para doenga cardiovascular, listados a seguir, sdo iguais
em pacientes transplantados renais que apresentam ou ndo doenca
cardiovascular: genétipos do fator VII, beta fibrinogénio, PAI-1, IL- 6; -
tabagismo, historia familiar de doenga cardiovascular, indice de massa
corporal, pressdao arterial sistdlica e diastdlica, esquema
imunossupressor, glicemia, colesterol total, trigliceridios, fibrinogénio, IL-

6, PAI-1, fator Vlic.



A amostra foi recrutada entre, aproximadamente, 600 pacientes transplantados
renais em acompanhamento no ambulatério de revisdo anual do Centro de Transplante
de Oxford, Churchill Hospital, Universidade de Oxford. Neste ambulatério os pacientes
que completam um ano ou mais do acompanhamento apo6s o transplante sdo avaliados
de forma mais minuciosa por um médico experiente (Consultant). A amostragem foi feita
de forma sequencial de acordo com as consultas agendadas na rotina. Os critérios de
inclusao foram: ter idade superior a 18 anos, etnia caucasiana, acompanhamento minimo
de um ano ap6s o transplante, auséncia de infecgdo aguda e consentimento verbal do
paciente para participacdo no estudo. Todos os pacientes abordados no periodo de
janeiro a novembro de 1995 aceitaram participar do estudo, constituindo um grupo de 270
pacientes.

Um grupo controle de 31 individuos normais, sem historia de doengas e com
exame fisico normal, foram recrutados no Centro de Transplante entre os funcionarios e

seus cOnjuges. Doze destes eram tabagistas.

Tamanho da amostra

Nao foi feito um calculo de tamanho da amostra formal, pois todos os pacientes
que puderam ser avaliados no periodo disponivel para o estudo foram recrutados.
Correspondiam a aproximadamente 50% dos pacientes em acompanhamento no Servigo.
Razdes logisticas impediam que qualquer célculo de tamanho amostral fosse satisfeito
pela avaliacdo de todos os pacientes em seguimento ou pelo estudo de pacientes
transplantados em outros servigos. Um estudo anterior realizado no Centro de
transplante com 38 receptores de transplante renal e 31 individuos no grupo controle
mostrou poder suficiente para detectar diferenca nos parametros metabdlicos e de

coagulagéo entre transplantados com e sem doencga cardiovascular e grupo controle.”
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Quando pertinente (tendéncias), calculou-se o poder estatistico para as

comparagdes testadas.

Parametros avaliados

Os seguintes parametros foram avaliados em todos os grupos: histéria familiar de
doenga cardiovascular, tabagismo, indice de massa corporal, pressao arterial sistélica e
diastélica, niveis plasmaticos de glicose, colesterol total, trigliceridios, fibrinogénio, IL-6,
fator Vlic, PAI-L.

No grupo de pacientes transplantados, além dos parametros acima, foram
avaliados: a presenca de doenca cardiovascular pré e apds o transplante, esquema
imunossupressor empregado, a freqiiéncia de polimorfismos genéticos de 4 genes
candidatos a estarem envolvidos na patogénese da aterosclerose (fator VII, beta
fibrinogénio, PAl-1e IL- 6), dosagem de albumina, plaquetas, hemoglobina,
apolipoproteina a, dimero-D. Identificaram-se, adicionalmente, as mulheres em
menopausa.

Doenca cardiovascular foi definida pela presenga documentada no prontuario de
pelo menos uma das seguintes condigbes: infarto do miocéardio, angina, cirurgia de
revascularizacdo miocardica ou angioplastia, acidente vascular cerebral ou doencga

vascular periférica, utilizando-se os critérios usuais para tais diagnésticos.

Coleta do material

Pacientes e controles foram submetidos a pungao venosa pela manha, apés jejum
de 12 horas, com sistema de “Vacutainer” e agulha calibre 21. Para distender a veia foi
usado torniquete e imediatamente liberado apés a pungdo da veia para coleta das
amostras. Amostras para lipidios e parametros metabélicos foram coletados em tubos
com heparina e EDTA. Amostras para medidas de hemostasia foram coletados em tubos
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com citrato 3,8% (volume 1:9) e centrifugados a 3000g por 15 minutos em temperatura
ambiente sendo as aliquotas congeladas em tubos plasticos a -70°C. As amostras foram
analisadas dentro de 12 meses apds a coleta.

A pressao arterial foi verificada com o paciente sentado, considerando a média
das 3 verificacdes mais recentes registrada no ambulatério de transplante. Para os
controles saudaveis foi considerada a média de 3 verificacdes, em com 15 minutos de
intervalo, usando um esfigmomandmetro automatico (Nippon Colin Company Ltda,

Japao, BP103N Marklll).

Métodos bioquimicos

Os lipidios foram medidos em plasma EDTA por técnicas enzimaticas
colorimétrica usando um "kit" Boehringer Mannhein UK (Diagnostics and Biochemicals)
Ltda, Bell Lane, lewes, East Sussex, BN7 1LG)%.

Glicemia de jejum foi medida no plasma pelo método hexoquinase (Gluco-quant
glucose, Boehringer Mannheim, Lewes, E. Sussex, UK) em uma centrifuga analisadora (
Cobas BIO; Roche Diagnostica, Welwyn Garden City, Herts, UK).

Creatinina e albumina também foram medidas por métodos padrées e a
concentracao de proteina urinaria foi medida em amostras de 24 horas de coleta.

Fibrinogénio foi medido pelo método de Clauss. Fator Vlic foi medido usando
tromboplastina de cérebro de coelho através de método de bio-ensaio de um estagio,
sendo os resultados expressos como percentagem em um pool de plasma normal ®'.
Atividade de PAI-1 foi medida por um kit comercial (Kabi Vitrum, Uxbridge, Middlesex,
U.K.).

Kits comerciais de ELISA foram utilizados para medir IL-6 ( Human IL-6
Quantikine ™ HS, R&D System, Minneapolis MN, USA) e Dimero-D (Dimertest, AGEN

Biomedical, Qld, Australia).
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Ciclosporinemia foi medida em sangue total, 12 -15 horas apds dose diaria nica
por ELISA ( EMIT cyclosporin assay, Syva, California, USA) em um analisador COBAS
MIRA .

As analises bioguimicas foram realizadas no Diabetes Research Laboratories,

Nuffield Department of Clinical Medicine, Radcliffe Infirmary, University of Oxford.

Técnicas de biologia molecular

DNA gendmico foi extraido de sangue total através de método padrdo 2.
Iniciadores (“primers”) de oligonucleotideos especificos para determinadas regides dos
genes do alfa e beta fibrinogénio, fator VII, PAI-l foram usados pela técnica de reagao da
polimerase em cadeia (PCR) com Taq polimerase como descritos previamente. *%%%08¢

A sequéncia do “primer” antisenso (‘right hand”) e as condig¢des dos ciclos da PCR
do alfa fibrinogénio foram modificas em relagdo as publicadas previamente.”® Os
“primers” utilizados foram (5’ para 3') GGA AGG CAT TAA CAG ACA TG e GGT ACT
ACC AGG TCT AGG GC. As reacoes foram realizadas a 95°C (5 minutos) uma vez-
denaturagdo-, seguida por 30 ciclos a 95°C (1 min), 55°C (1 min) e 72°C (1 min). O
produto do PCR do alfa fibrinogénio foi digerido com a enzima Rsa | seguida de
eletroforese em gel da acrilamida a 12% e visualizado sob luz ultravioleta. Da digestdo
com Rsa | obtém-se fragmentos constantes de 39 e 169 pares de bases e fragmentos
variaveis de 117 pares de bases ou 78 e 39 pares de bases. Os homozigotos para o
aminoacido treonina (ACT- local em que a enzima cliva o gene) apresentam as bandas
que representam os fragmentos de 78 e 39 pares de bases e os homozigotos para o
aminoacido alanina (GCT — ndo ha clivagem do gene) apresentam a banda de 117 pares
de bases. Os heterozigotos apresentam as 3 bandas (117,78 e 39).

O produto do PCR do beta fibrinogénio foi digerido com a enzima de restricao

Haelll seguida de eletroforese em gel de agarose a 1% em solugdo de 40 mM Tris-
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acetato, 1 mM EDTA, pH 7,7 contendo 0,5ug/ml de brometo de etidio e visualizado sob
luz ultravioleta. Da digestdo com a enzima Haelll obtém-se um fragmento constante de
343 pares de base (pb), junto com fragmentos de 383pb e 575pb para o alelo comum G-
455 e um fragmento Unico de 958 pb para o alelo A-455. O gene do fibrinogénio e seus
polimorfismos, incluindo o A/G 455, a regido polimerizada e as bandas vistas sob luz

violeta, as quais permitem a genotipagem, estao representadas na figura 4.
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Localizag6es de polimorfismos dos genes do fibrinogénio e os sitios passiveis
de quebra pela diferentes enzimas de restricdo (Haelll, Kpn, Sacl,Rsal=T312A).
Polimorfismo A/G-455 e a representagdo das bandas no gel vistas sob luz
ultravioleta para genotipagem do polimorfismo na regido promotora do gene.

a, B,y= genes que codificam as 3 cadeias da molécula de fibrinogénio
bp= nimero de pares de bases nitrogenadas
G= guanina A= arginina T=timina C= citosina
Genotipagem:  GG= homozigoto para alelo G
AA= homozigoto para alelo A
AG = heterozigoto, alelos Ae G

Os iniciadores (‘primers”) de oligonucleotideos e as condigbes de PCR para

polimerizagcdo do fragmento de DNA para o genétipo do fator VII foram realizadas

conforme técnica descrita anteriormente®. O produto do PCR foi digerido com a enzima

Mspl e a separagao feita através de eletroforese em gel de agarose a 2% observando-se

um fragmento constante de 40pb, junto com fragmentos de 205pb e 67pb para o alelo

comum Arg353 e um unico fragmento de 272pb para o alelo GIn353. O polimorfismo do

gene fator VIl e as bandas vistas no gel sob luz ultravioleta que permitem a genotipagem,

estdo representadas na figura 5.
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Figura 5

Polimorfismos do gene do fator VII, destacando o polimorfismo do exon 8 que
codifica o aminoacido na posi¢cdo 353 como arginina ou glicina. No quadrado a
representacdo das bandas vistas no gel sob luz ultravioleta para a genotipagem
(Arg/Arg= homozigoto para o aminoacido arginina; GIn/GIn= homozigoto para o
aminoacido glicina, Arg/GIn= heterozigoto).

As partes numeradas da representagdo do gene identificam os exons.

Arg= aminoacido arginina Gin= aminoacido glicina

bp= nimero de pares de bases nitrogenada

c= sitio constante de digestdo do gene pela agio da enzima de restrigdo Msp;
v= sitio variavel de digestdo do gene pela agdo da enzima de restrigdo Msp

Uma regido de 890 pares de bases da regido promotora do gene do PAI-1 foi

amplificada pela técnica de PCR e o gendtipo do PAI-1 foi determinado através do uso da

técnica de oligonucleotideo alelo especifico fundido (ASO “melting”) como descrito

previamente® (figura 6). Controles para o ASO "melting” foram feitos com amostras de

genotipo previamente conhecido determinados por analise direta de sequéncia de DNA.
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Conferiu-se a normalidade de distribuicdo dos parametros pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Quando cabivel, compararam-se as variaveis continuas pelo teste t
de Student para amostras independentes. Empregou-se o teste de Mann-Whitney para
analise de variaveis que ndo assumiram distribuicdo normal. O teste do Qui-quadrado foi
utilizado para a comparagdo de variaveis categéricas entre os grupos de pacientes
transplantados e individuos normais. Os mesmos testes foram aplicados para comparar
os grupos de pacientes transplantados com e sem o desfecho em estudo (doenga
cardiovascular). O teste de correlacdo de Pearson foi utilizado para avaliar correlacao
entre as variaveis metabdlicas e fatores da coagulagao.

Para avaliar a associacdo dos gendtipos com a producdo de suas respectivas
proteinas foi utilizada analise de variancia (ANOVA). As variaveis continuas sem
distribuicdo normal sofreram transformacgdo logaritmica, antes de serem testadas por
ANOVA. Para fins de entendimento, mantiveram-se os valores originais das variaveis na
apresentacdo dos resultados. Empregou-se o teste de contraste de Sheffé para discernir
entre médias quando da significancia da ANOVA.

Analise de covariancia foi empregada para controlar varidveis constitucionais
(genéticas) e ambientais, sendo escolhidas segundo pressupostos tedricos ou por sua
distribuicdo na analise bivariada.

Calculou-se o poder da amostra para os testes covaridncia nos casos de
tendéncia de associagao.

A associacdo simultanea entre diferentes caracteristicas (variaveis explanatérias)
com o diagnéstico de doenca cardiovascular (variavel dependente) foi analisada,
exclusivamente entre os transplantados, com modelos de regressdo logistica. As
variaveis incluidas, limitadas pelo nimero de casos, foram as apontadas pelo referencial

tedrico e pela natureza da associacdo bivariada. Primeiramente construiram-se modelos
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2uM, 1,6pl MgCI2 a 50mM concentracdo final de 2mM Mg*™), 0,2ul (200ng) “primer”
senso (‘left hand”), 0,2ul (200 ng) “primer” antisenso (‘righ hand”), 0,2 ul (1Unidade) Taq
polimerase (Bioline), ~100ng de DNA genémico. As reagdes foram realizadas na maquina
de PCR MJ PTC200 Thermal Cycler: 95°C — 5 minutos — 1 vez (denaturagdo), apés 30
ciclos de 95°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto. Ap6s checagem do
produto da PCR por eletroforese em gel de agarose a 2% (banda de 306 pares de base)
foi realizada a digestao do produto com a enzima de restricao Msp | (cliva o gene na base
mutante). O produto da digestdo foi separado por eletroforese em gel de acrilamida a
7,5% obtendo-se de 1 a 3 fragmentos do gene, de diferentes tamanhos, que permitiram a
genotipagem: 1 fragmento= 306 pares de bases (pb) -homozigoto ndo mutante (AA); 2
fragmentos = 224 pb + 82 pb,) homozigoto mutante(GG). 3 fragmentos= 306 pb + 224 pb
+ 82 pb. heterozigoto (AG).

Todos os gendtipos foram avaliados por, no minimo 2 pessoas,
independentemente.

Os estudos genéticos foram realizados no Genetic Laboratory for Cardiovascular

Disease, Nuffield Department of Surgery, John Radcliffe Hospital, Oxford University.

Aspectos éticos

Seguem as recomendagdes da Declaragdo de Helsinki para pesquisa biomédica
envolvendo seres humanos.® Foi solicitado somente o consentimento verbal e garantido
o sigilo, tendo em vista, especialmente o estudo genético, além da entrevista, exame
clinico e coleta de fluidos organicos. O projeto foi aprovado pela comissdo de ética do

The John Radcliffe Hospital - Churchill Hospital.

Analise estatistica
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Figura 6

Representagdo esquematica do gene do PAI-1. As partes identificadas com
nameros indicam os exons e as setas indicam os sitios passiveis de digestéo
com enzimas de restricdo (CA rpt, Hindlll). Em destaque o polimorfismo da
regido promotora do gene do PAI-1.

4G= delegdo do par de base guanina (G)

5G= inserg¢ao do par de base guanina (G)

PCR= reagdo da polimerase em cadeia

ASO "melted" = técnica utilizada com oligonucleotidio especifico para um alelo, para determinagado do
gendtipo.

Em relagdo a IL-6, primeiramente foi mapeado o sitio polimérfico através da
obtencéo de iniciadores ("primers") que permitiram a amplificagdo do fragmento do gene
incluindo o intron-4 e do exon 5 através da técnica de PCR. Como era de conhecimento
prévio que este sitio polimérfico era passivel de digestdo pela enzima Msp (cliva o gene
onde houver a sequéncia C CGG) a qual foi utilizada. Comparando com a seqiéncia
publicada de pares de bases nitrogenadas do gene que codifica para IL-6 e comprovando
através da analise de seqiiéncia direta de pares de base do DNA genémico, foi possivel
determinar o sitio polimérfico no intron-4 do gene da IL-6, onde havia a substituicao da
base nitrogenada arginina (A) por guanina (G). A genotipagem dos pacientes foi entdo
realizada pela técnica PCR para amplificacdo do segmento do gene (intron 4). Os
“primers” utilizados foram: senso CAT ATG TTA ACA TGC TAG GG e antisenso TTC

TTC ATG GCC TCT AAA TC. As condigdes ideais da PCR para um volume de 40pl

foram: 4ul de tampao (100mM Tris PH 8,3, 500mM KCL, 0,1% gelatina), 4ul dNTPs a
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com entradas forgadas. Entraram no modelo final (método "stepwise") as variaveis com
nivel de significancia menor que 0,20 na primeira equagao. *°

A significancia dos testes de hipétese (valor de P) € apresentada para cada teste.
Para fins de interpretagdo, assumiu-se P< 0,05 como significativo. Ndo se controlou para
multiplas comparagdes, pois as hipoteses principais foram limitadas e estabelecidas
segundo o referencial tedrico.

O programa estatistico utilizado foi o SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) para Windows, versao 7,0.

A autora foi diretamente responsavel por auxiliar na selecdo da amostra, pela
genotipagem dos polimorfismos do fibrinogénio, pelo mapeamento do polimorfismo e

genotipagem da IL-6 e pela anélise dos dados.
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RESULTADOS

Duzentos e setenta pacientes transplantados renais participaram do estudo. O
diagnéstico da doenga basica destes pacientes foram : glomerulonefrite crénica (n= 98),
nefropatia do refluxo (n=50), rins policisticos (n=45), nefroesclerose hipertensiva (n=15),
nefropatia diabética (n=10), doenc¢a desconhecida (n=29), outras doencas (n=23).

Os tipos de terapéutica de substituicdo da funcao renal a que estes pacientes se
submeteram, antes de realizarem transplante renal, foram: hemodialise (n=148), dialise
peritoneal ambulatorial continua (n= 81), tratamento conservador (n=41).

Duzentos e dezoito pacientes (80,8%) foram submetidos a um transplante renal,
38 (14,1%) a dois transplantes, 13 (4,8%) a trés transplantes e somente 1 (0,4%) realizou
quatro transplantes.

Ciclosporina estava sendo utilizada em 199 (73,3%) pacientes, azatioprina em 247
(91,5%), prednisolona em 159 (58,9%) e a associacao de ciclosporina e prednisolona em
100 (37%) pacientes. Cento e setenta e um receptores (72,5%) apresentaram pelo
menos um episodio de rejeicdo aguda durante a evolugao do transplante.

Duzentos e dois pacientes (74,8%) estavam usando algum tipo de medicagéo
anti-hipertensiva, destes, 123 (60,9%) incluiam beta bloqueador no esquema e 87
incluiam (43,1%) diurético. Os demais utilizavam anti-hipertensivos de outras classes.

Quarenta e seis pacientes (17%) faziam uso de aspirina profilatica e quinze (5,6%)
usavam medicacao hipolipemiante.

Quarenta e trés (15,9%) pacientes eram tabagistas e 22 (8,1%) tiveram

diagnéstico de doenga cardiovascular antes de serem submetidos ao transplante.



Pacientes transplantados comparados ao grupo de individuos normais

O grupo de 270 pacientes transplantados renais foi similar ao grupo de 31
individuos saudaveis em relagdo a idade, sexo, indice de massa corporal (IMC), porém
os transplantados apresentaram pressao arterial sistélica e diastélica mais elevada e no
grupo controle havia maior nimero de tabagistas. As caracteristicas dos dois grupos
estdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1

Dados demograficos do grupo de pacientes transplantados e grupo controle
(variaveis continuas - média + DP ou mediana ( variagéo), variaveis
categoricas- freqiiéncia (percentagem).

Variavel Transplantados  Controle P

N= 270 N=31
Idade (anos) 49+13 46+12 0,223
Sexo masculino 65 (61,1) 16 (51,6) 0,336
indice de massa corporal 255+43 253+ 31 0,849
Presséo arterial sistélica (mmHg) 145,9+18,3 133,0£15,0 <0,001
Pressao arterial diastélica (mmHg) 83,948,2 71,3+11,1 0,001
Historia familiar positiva de doenca 78/263 (29,7%) 11 (35,5%) 0,537
cardiovascular
Tabagismo 43 (15,9%) 12 (38,7%) 0,005

Os pacientes transplantados apresentaram niveis de colesterol total, trigliceridios,
fibrinogénio, interleucina 6, fator VIl coagulante e dimero D significativamente mais
elevados do que os individuos saudaveis (tabela 2).

Tabela 2

Dados metabdlicos e hemostaticos no grupo de transplantados e grupo controle
(variaveis continuas - média £ DP ou mediana ( variagdo).

Variavel Transplantados Controle P
n=270 n=31

Colesterol Total (mmol/l) 5,9 (2,9-10,2) 4.9 (3,6-7,0) <0,001
Trigiceridios (mmol/) 1,5 (0,4-12,3)* 0,9 (0,4-2,8) <0,001
Fibrinogénio (mg/dl) 370 (211-1050)* 264 (160-396) <0,001
Interleucina-6 (pg/dl) 2,1 (0,19-25)* 1,5 (0,08-6,5) 0,020
Fator Vllc (% padrdo) 105+36 86122 <0,001
Dimero-D (mg/dl) 0,26+0,37 0,08+0,03 <0,001

*mediana (minimo -maximo)- Teste de Mann- Whitney
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Estudo do grupo de pacientes transplantados renais com e sem doenca
cardiovascular

No grupo de pacientes transplantados a prevaléncia de doencga cardiovascular foi
de 23,3%. Dos 63 pacientes com doenga cardiovascular apos o transplante, 22 (34,9%)
ja apresentavam doenga previamente ao transplante. Um total de 45 tinham o diagnéstico
de cardiopatia isquémica (infarto do miocardio em 22 e angina de peito em 23), doenca
vascular periférica em 7, acidente vascular cerebral em 5 e mais de um diagnéstico em 6.

Os pacientes transplantados portadores de doencga cardiovascular eram mais
idosos. Histéria familiar positiva para doenca cardiovascular e tabagismo foram
significativamente mais freqlientes nos pacientes transplantados renais com doenca
cardiovascular que nos transplantados sem doenca cardiovascular. Nao houve diferenca
entre os grupos em relagdo ao sexo, indice de massa corporal e pressao arterial. Os

resultados estdo apresentados na tabela 3.



Tabela 3

Dados demograficos dos pacientes transplantados com doenca cardiovascular
(DCV +) e sem doenca cardiovascular (DCV - ) ( variaveis continuas - média +
DP ou mediana ( variagdo), variaveis categoricas- freqliéncia (percentagem).

Variavel DCV + DCV - P
N=63 n= 207
Idade (anos) 56,6+9,9* 46,4127 <0,001
Sexo masculino 42 (66,6) 123 (59,4) 0,181
indice de massa corporal 25,5%3,5 25,5%4,5 0,918
Pressao arterial sistélica (mmHg) 148,9+16,1 145,1£18,8 0,164
Pressio arterial diastélica (mmHg) 83,717,7 84,118.4 0,780
Tabagismo 15 (24,6%) 28 (13,4%) 0,001
Histoéria familiar positiva de 28 (48,3%) 50 (24,4%) 0,002
doenca cardiovascular
Tempo pés-transplante (meses)** 84 (12-240) 72 (12-372) 0,166

** mediana - Teste de Mann-Whitney

As medicagdes imunossupressoras empregadas foram similares nos dois grupos
de pacientes transplantados, bem como os niveis sangiiineos de ciclosporina na ocasido

do estudo. Os dados estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4

Medicagbes imunossupressoras empregadas nos pacientes transplantados
DCV (+) e DCV(-) ( freqliéncia e percentagem) e niveis sanguineos de
Ciclosporina (mediana e variagao).

Imunossupressao DCV + DCV - P
n=63 N=207

Prednisona 41 (65,1%) 118 (67,0%) 0,306

Ciclosporina 48 (76,2%) 151 (72,9%) 0,744

Prednisona + ciclosporina 28 (44,4%) 72 (34,8%) 0,181

Azatioprina 54 (85,7%) 193 (93,2%) 0,189

Ciclosporinemia (ng/ml) 193 (78-843) 176 (70-642) 0,166
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Em relagdo aos dados metabdlicos, coagulagdo e hemostasia os pacientes com
doenga cardiovascular apresentaram niveis significativamente mais elevados de
fibrinogénio, interleucina-6 e glicose e mais baixos de albumina. Os niveis de colesterol e
trigliceridios foram semelhantes entre os transplantados com e sem doenga
cardiovascular. A depuragado da creatinina endégena foi significativamente menor nos
pacientes com doenga cardiovascular (tabelas 5 e 6).

Tabela 5

Dados metabdlicos dos pacientes transplantados com (DCV+) e sem (DCV-)
doencga cardiovascular (variaveis continuas, média = DP ou mediana (variagdo)

Variavel DCV + DCV - 3
=63 n=207

Creatinina (umol/) 145,0+50,0 142,3+55,9 0,743

Depuracdo de creatinina endégena 59 (20-137) 70 (14-193) 0,009

(ml/min)**

Proteinuria (mg/24 horas)** 194.,5 1945 0,977
(20-1240) (10-16671)

Albumina (g/l) 40,5433 42,5+3,6 <0,001

Glicemia (mmolfl) 6,612,7 5,9+1,2 0,007

Colesterol total (mmol/)** 6,0 (4,0-11) 59 (2,9-10,2) 0,454

Trigliceridios (mmol/l)** 1,8 (0,7-7,5) 1,5(0,4-12-3) 0,023

Lipoproteina (a) (mg/dl) 167,0+119,6 132,1£165,5 0,562

**mediana (limite inferior e superior), teste Mann-Whitney
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Tabela 6

Fatores da coagulagéo e hemostasia nos pacientes transplantados com
(DCV+) e sem (DCV-) doenga cardiovascular (variaveis continuas, média +DP
ou mediana (variagao) .

Variavel Tx DCV + Tx DCV - P
n=63 =207

Fibrinogénio (mg/dl) * 415 (230-1050) 360 (211-650) <0,001
IL-6 (pg/mli) * 2,4(0,26-25) 2,0(0,19-23,9) 0,017
FViic (% padréo)* 97 (29,8-214) 96 (40,7-226) 0,131
PAI-1 (AU/ml)* 9,9 (2,0-34,6) 9,0 (0,8-50) 0,248
Dimero D (mg/dl) 0,38+0,6 0,16+0,13 0,064
Leucdcitos (cél x 10%) 6,9+2,2 6,412,1 0,110
Plaguetas (cél x 10%) 220,8+67,8 215,4+58,0 0,534
Hemoglobina (g/dl) 13,2421 12,7£1,8 0,050

*mediana (limite inferior e superior), teste Mann-Whitney
FVllc = Fator VIl coagulante IL-6 = Interleucina-6
PAI-1= inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1

Avaliagédo de variaveis ambientais e constitucionais potencialmente associadas com os
niveis séricos dos fatores da coagulagdo

Os pacientes transplantados de ambos os sexos apresentaram niveis similares de
fibrinogénio [f =363 mg/dl (213-650); m =374mg/dl (211-1050) P=0,238] e fator VIl [[=97%
DP(42-226); m=96% DP(29-189)]. As mulheres em menopausa apresentaram niveis mais
altos de fibrinogénio, IL-6, fator Vlic e PAI-1, porém, quando corrigido para a idade, a
diferenca néo foi mantida.

O uso isolado de prednisolona e ciclosporina nao foi associado com niveis de
fibrinogénio, fator VII, IL-6 and PAI-. Os pacientes em uso de prednisolona apresentaram
niveis mais elevados, colesterol total e trigliceridios. Os niveis de glicose foram mais
elevados nos pacientes que usavam ciclosporina. Os niveis de interleucina-6, glicose e
trigliceridios foram mais elevados nos que usavam concomitantemente ciclosporina e

prednisolona (tabela 7).
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Tabela 7

Dosagem de fatores metabdlicos, coagulagdo e fibrindlise de acordo com as

medicacdes imunossupressoras usadas [mediana (variagdo)].

Variavel Pred CsA Pred + CsA
Sim Sim Sim
Nao Nao Nao
P P P

Fib (mg/dl) 373 (213-650) 362 (232-650) 359,0 (211-1050)
362(211-1050) 372 (211-1050) 372,5 (213-650)
0,468 0,976 0,287

FViic 97 ( 30-226) 96 (30-226) 98 (30-226)

(% padrao) 96 (42-214) 94 (43-187) 95 (42-214)
0, 669 0,227 0,456

IL-6 (pg/ml) 2,2 (0,19 -25) 2,2 (0,2-25) 2,6 (0,2 - 25)
1,9(0,26 -18,5) 1,7 (0,2-15) 1,8 (0,2-18,5)
0, 135 0,071 0,005

PAI-1 (AU/ml) 10,1( 0,8-48,7) 9,1 (0,8-50) 10,2 (0,8-48,7)
8,4 (2-50) 9,0 (2,6-40,1) 8,7(2,0-50)
0,116 0,749 0,431

Glic (mmol/) 5,8 (4,4-10) 6,0 (4,6-14,5) 5,8(4,4-14,5)
5,7 (4,6-23,6) 5,7 (4,4-23,6) 5,6 (4,6-23,6)
0,885 0,016 0,040

Col T (mmol/l) 6,0 (2,9-11) 5,9 (2,9-11) 6,1(2,9-11)
5,8 (4,0-8,6) 5,9 (4,0-10,2) 5,8 (4-12)
0,019 0,921 0,116

Trig(mmol/l) 1,6 (0,6-12,3) 1,6 (0,6 -8,0) 1,7 (0,6-7,5)
1,4 (0,56,0) 1,3 (0,5-12,3) 1,4 (0,5-12,3)
0,022 0,133 0,006

Pred = Prednisona CsA = ciclosporina Fib = Fibrinogénio FVII = Fator VII

IL-6 = Interleucina-6

Gli = glicose

Col T = colesterol total

Trig = trigliceridios

Dos fatores da coagulacdo houve correlagdo positiva entre os niveis de

fibrinogénio e IL-6 (r=0,378 P=0,008) e entre fator VIl e PAI-1 (r=0,286 P<0,001). Entre os

fatores da coagulacao e variaveis metabdlicas houve correlagéo positiva do fator VIl com

glicose (r=0,173 P=0,008), colesterol total (r=0,358 P<0,001) e trigliceridios (r=0,288

P<0,001) e de PAI-1 com glicose (r=0,286 P<0,001) e trigliceridios (r=0,256 P<0,001).

A ciclosporinemia se correlacionou positivamente com os niveis de fibrinogénio

(r=0,249; P<0,001), IL-6 (r=0,184; P=0,014) e PAI-1 (r=0,159; P=0,033).
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Estudo genético

Mapeamento do sitio polimorfico da IL-6

Foi possivel mapear o polimorfismo da IL-6 no intron-4 do gene da IL-6. O
fragmento de 306 pares de base foi polimerizado, sendo passivel de fragmentagéo pela
enzima de restricdo Msp | no sitio polimérfico, onde ha substituicdo da base nitrogenada
adenina por guanina. A presenga de diferentes bandas foram visualizadas no gel sob luz
ultravioleta: homozigotos sem polimorfismo apresentavam fragmentos de 306 pares de
bases; heterozigotos apresentavam fragmentos de 306 pb mais fragmentos de 224 pb e
82 pares de bases e 0s homozigotos para o alelo polimérfico apresentavam fragmentos
de 224 pb e 82 pares de bases. O gene da IL-6, o sitio polimérfico e os fragmentos

obtidos estéo representados na figura 7
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Localizagdo cromossoma 7 (7p21-p15)

l | ‘ AIG
Genodtipos 306bp
— = | 224pp PCR -
— — | a2pp Msp Alelo A
Alelo G
AA AG GG Ay

Figura 7
Polimorfismos no intron 4 no gene da IL-6.

A: adenina G: guanina

PCR= reagdo da polimerase em cadeia

Msp: enzima de restrigdo derivada do Acinetobacter calcoaceticus
bp: pares de base

A presencga deste sitio polimérfico foi confirmado pela técnica de sequenciamento
direto de bases (Thermo sequenase cycle sequencing kit- Amersham Life Science) de um
fragmento maior do gene que incluia o intron-4. Foi utilizado o iniciador ("primer") no
sentido 3' 7 5' | anti-senso, para o sequenciamento. A sequéncia comum publicada é
TGGTCTAG e a com mudanga de base € TGGCCTAG. Na figura 8 esta apresentado um
exemplo de sequenciamento que inclui a seqiéncia de bases comum e outro a sequéncia

alterada.
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Figura 8

Sequenciamento direto incluindo parte do Intron 4 da IL-6 que apresenta o sitio
polimérfico. Nesta técnica de seqlienciamento se utiliza "primer" no sentido
antisenso (3 ~®5') mostrando a seqiiéncia de bases complementares. (reprodugao
parcial da radiografia do sequenciamento)

Genotipagem do alfa e beta-fibrinogénio , fator VII, Pai-1 e IL-6 na amostra de pacientes
transplantados renais

No estudo genético dos pacientes transplantados como um todo a distribuicao
dos gendétipo e frequiéncia dos alelos para os diversos genes estdao apresentados na
tabela 8. Foram considerados como alelo 1 os alelos mais frequentes, por questédo
organizacional. A freqiéncia de alelos encontra-se em equilibrio de Hardy-Weiberg (HW),
demonstrado pelo teste de Qui-quadrado onde a frequéncia observada foi similar a

esperada.
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Tabela 8
Genotipos observados e a frequiéncia dos alelos.

Gene RFLP Genétipo Alelo X* P (1gl)
11 12 22 1 2

Bfib Haelll 192 70 8 0,84 0,16 0,27 >0,20

aFib RsAl 139 109 18 0,73 0,27 0,29 >0,20

FVII Mspl 215 52 3 0,89 0,11 0,19 >0,20

PAI-1 - 80 125 65 0,53 047 1,36 >0,20

IL-6 Mspl 91 141 35 0,60 040 2,93 >0,05

--Gendtipo do PAI-1 foi determinado através de oligonucleotideos alelo especifico
RFLP= polimorfismo por restricdo de tamanho de fragmento usando enzimas
12- teste estatistico qui-quadrado

1 gl = 1 grau de liberdade
Fib= fibrinogénio FVII= fator VII IL-6= interleucina-6
PAI-1= inibidor 1 do ativador do fibrinogénio

No estudo dos polimorfismos genéticos dos genes do fibrinogénio, fator VII, PAI-1
e IL-6 observou-se uma frequéncia similar dos alelos mutantes nos receptores de
transplante renal com e sem doenga cardiovascular. As frequéncias destes alelos estdo
apresentados na tabela 9.

Tabela 9

Frequéncia dos alelos raros dos diferentes genes nos pacientes transplantados com
(DCV +) e sem doenga cardiovascular (DCV -).

Genel alelo TxDCV (+) TxDCV() P

B-fib / A-455 0,12 0,16 0,116
alfa-fib/312* 0,25 0,27 0,757
FVII/ Arg-355 0,15 0,08 0,762
PAI-1/ 4G 0,48 0,47 0,938
IL-6/ G intron 4 0,36 0,40 0,660

Genotipagem do alfa e beta-fibrinogénio , fator VII, Pai-1 e IL-6 na amostra de pacientes
transplantados renais e a relagdo com a produgéo das respectivas proteinas codificadas
por estes genes

Fibrinogénio
Nao houve diferenca nos niveis de fibrinogénio de acordo com os genétipos do

alfa e do beta fibrinogénio. A média dos niveis de fibrinogénio nos gendétipos do beta-
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fibrinogénio (G/A-455) foram GG = 386,4 + 99,6; AG = 3825 + 119,7; AA = 3574
(P=0,739). Para os genétipos do alfa fibrinogénio (t312) foram: TT = 380,3 + 109,5; TA =
395,8 £99,2; AA=349,0 + 88,8 (P=0,168).

Na tabela 10 estdo representados os niveis de fibrinogénio de acordo com o
gendtipo do alfa e do beta fibrinogénio e a presenca ou ndo de doenca cardiovascular.
Independente dos gendétipos, os pacientes com doenga cardiovascular apresentaram
niveis de fibrinogénio mais elevados em relagdo aos pacientes sem doencga
cardiovascular.

Tabela 10

Niveis plasmaticos do fibrinogénio de acordo com o genétipo do alfa e beta
fibrinogénio.

Niveis de fibrinogénio
DCV (+) DCV ()

B-fib GG** 406,0 (230-710) 369,5 (211-650)
B-Fib AG/AA 414 (299-1050) 347,0 (213-650)
P 0,949 0,316

A-Fib TT>* 386,5 (243-1050) 354 (213-650)
A-Fib TAJAA®" 420 (230-650) 362 (211-650)
P 0,261 0,513

Nos pacientes portadores do alelo A -455 do B-fibrinogénio a prevaléncia de
doenca cardiovascular foi significativamente maior entre os tabagistas (5/10=50%) do que
nos nao tabagistas (10/68=14,7%); OR=5,8 (1,4-23,7). Nos pacientes portadores do alelo
GG -455 nao houve diferenga entre tabagistas (10/33=30,3%) e ndo tabagistas
(38/159=23,9%); OR=1,3 (0,6-3,2).

Em analise de covariancia, foram incluidos: niveis de fibrinogénio (como variavel
dependente), e os genoétipos do alfa e beta fibrinogénio e tabagismo (como variaveis de
interesse) e idade, indice de massa corporal e ciclosporinemia e II-6(como covariaveis).
Observou-se que a idade, IL-6 e ciclosporinemia associaram-se de forma significativa

com os niveis de fibrinogénio.
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Nesta analise o poder do tamanho da amostra para o gendtipo do beta
fibrinogénio foi de 5,4%; do alfa fibrinogénio 17,9%; do tabagismo 21%; da interagao
gendtipo do beta fibrinogénio e tabagismo 32,4% e do indice de massa corporal 25,8%

para um P< 0,05.

Fator Vlic

Os niveis de fator Vllc foram significativamente mais baixos nos portadores do
alelo raro, o qual confere protegdo, codificando para o aminoacido glicina (GIn) na
posicdo 353 substituindo o aminoacido arginina. De acordo com o genétipo, os niveis de
fator Vlic foram: Arg/Arg = 98,4+23,6; Arg/Gln = 72,9+19,2 e GIn/GIn = 38,317,6; P
<0,001. Pelo teste de contraste de Sheffe todos diferiram entre si de forma significativa.
Os dados correspondem as médias dos valores reais, mas os testes foram feitos com os
dados transformados por logaritimo. Esta diferenga nos niveis de Vllc de acordo com o
genotipo foi observada no grupo de pacientes com e sem DCV.

Em analise de covariancia que incluia o fator Vllc como variavel dependente, o
genodtipo como variavel de interesse e colesterol e trigliceridios como covariaveis,
observou-se que as trés variaveis associaram-se de forma significativa com os niveis de
fator VII.

Analisando a prevaléncia de doenga cardiovascular esta foi similiar tanto nos
pacientes portadores do genétipo protetor quantos nos nao portadores (22% x 29%; P =

0,285).
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Inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1)
Os niveis plasmaticos de PAI-1 variaram de acordo com o genoétipo. Os
homozigotos para o alelo 4G apresentaram niveis significativamente mais elevados em

relacdo aos heterozigotos ou homozigotos para o alelo 5G (4G/4G = 154 + 11,5; 4G/5G
=10,9 £ 8,2; 5G/5G = 10,7 + 6,6; P = 0,002). (figura 9).

Figura 9: Média e desvio padrdo do PAI-1 de acordo com gendtipo.

Nivies de PA-1 (AU/ml)

N = w n
446 Le:e] 5G5G
Gendtipocb PAH

Em analise de covariancia com niveis de PAI-1 como variavel dependente,
gendtipo como variavel de interesse e os niveis de trigliceridios e glicose covariaveis,
observou-se que todas as variaveis testadas estavam associadas de forma significativa
aos niveis de PAI-1 ( gendtipo P=0,032; trigliceridios P= 0,002 e glicose P= 0,001). Se
presenga de doenga cardiovascular for acrescentada como variavel de interesse na
equagdo, o gendtipo perde a significAncia mas ha também diminuicdo do poder
estatistico ( genétipo B=54,9% P=0,06; DCV B=37% P=0,86). Trigliceridios e glicose

continuam associados de forma significativa, (P= 0,003 e P=0,002; respectivamente).
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Nao houve diferenga na prevaléncia de doencga cardiovascular nos portadores do

alelo 4G comparados aos homozigotos para o alelo 5G (23,2% x 23,8% P=1,000).

Interleucina 6

No grupo como um todo a média dos niveis de IL-6 de acordo com o genoétipo ndo

foram diferentes: AA=32+3,1;AG=33+39,GG=23+18;P=0,343 (figura 10)
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Figura 10

Niveis de II-6 de acordo com gendtipo no grupo de pacientes transplantados
como um todo.

Tanto nos pacientes com ou sem DCV os niveis de IL-6 nao diferiram

significativamente nos diferentes gendtipos (tabela 11)

Tabela 11
Niveis de IL-6 de acordo com o gendtipo Msp e presenca ou nao de DCV
Genétipo Niveis de IL-6
Msp da IL-6 DCV(+) DCV(-)
AA 45+34 29+3,0
AG 37182 32+36
GG 44+22 1,813
P 0,302 0,080
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Estratificando os pacientes pelo habito do tabagismo, observou-se que os
pacientes homozigotos GG tabagistas apresentaram um aumento de 63,5% nos niveis de
IL-6 em relagdo ao mesmo genétipo nos nado tabagistas, porém esta diferengca néo

alcancgou significancia estatistica (figura 11).

IL-6(pg/ml)

Tabagistas Nao-tabagistas
EAA BAG OGG
p=0,81 p=0,52 p=0,08

Figura 11
Niveis de IL-6 categorizadas pelo genétipo do intron-4 da IL-6 e o habito de fumar.

Na figura 12 esta apresentada a prevaléncia de doenga cardiovascular de acordo
com os genotipos da IL-6 e a condigdo de ser ou ndo tabagista. Embora tenha havido
uma tendéncia de uma maior prevaléncia (43%) de doenga cardiovascular nos tabagistas

homogizéticos para o gendtipo raro (GG) isto ndo atingiu significancia estatistica.
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Tabagistas  N&o-tabagistas

OR=4,5 (0,8-28,1)

HAA AG EGG
p=0,23 =0,53 p=0,12

Figura 12
Prevaléncia de doenga cardiovascular em participantes caracterizados pelo
genotipo da IL-6 e pelo habito de fumar

Em analise de covariancia com niveis de IL-6 como variavel dependente, o
genoétipo e tabagismo como variaveis de interesse e os niveis sanglineos de ciclosporina
como covariavel observou-se que somente os niveis de ciclosporina foram associados
aos niveis de IL-6 ( gendtipo IL-6 Msp: P= 0,916; tabagismo: P= 0,187, interacao
gendtipo/tabagismo: P=0,261; niveis de ciclosporina: 0,048). Nesta analise o poder do
tamanho da amostra calculado para genétipo e tabagismo foi de 3,4% e 259%,
respectivamente para um P< 0,05.

Nos modelos de regressdo logistica que incluiam o diagnéstico de doenca

cardiovascular como variavel dependente foram observadas tendéncias de associacao (P
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< 0,20) para idade, sexo, histéria familiar de doen¢a cardiovascular, tabagismo, niveis
plasmaticos de fibrinogénio, IL-6, Fator Vlic, trigliceridios, glicose, albumina e depuragéo
da creatinina endégena. No modelo com selegdo pelo método de “stepwise”
permaneceram na equacgdo final, mantendo associagdo significativa com doenca
cardiovascular, idade, histéria familiar positiva, tabagismo e niveis plasmaticos de
albumina e fibrinogénio (tabela 12).

Na analise multivariada ndo houve associagdo entre doenga cardiovascular e

depuracgao da creatinina endogena, glicemia e trigliceridios.

Tabela 12

Resultados do modelo de regresséo logistica que inclui as variaveis
explanatorias selecionadas em conjuntos prévios e doenga cardiovascular
como variavel dependente.

Variaveis Beta (EP) Razdo de risco P

(IC)
Idade 0,09 (0,02) 1,095 (1,06-1,13) <0,001
Historia familiar positiva 1,32 (0,36) 3,75 (1,84-7,62) <0,001
Tabagismo 1,28 (0,45) 3,612 (1,48-8,82) 0,005
Fibrinogénio 0,005 (0,00) 1,005 (1,00-1,01) 0,006
Albumina -0,108 (0,50) 0,897 ( 0,81-0,99) 0,033
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DISCUSSAO

Os achados e interpretacbes da presente tese devem levar em conta seu
delineamento e os critérios de amostragem. O modelo transversal nao permite pressupor
a direcionalidade das associagdes, ou seja, tanto as diferengas fenotipicas, genotipicas e
suas interagdes podem ter causado a doencga cardiovascular, quanto o inverso & admitido
do ponto de vista conceitual. A plausibilidade biolégica e a consisténcia com outros
achados, no entanto, sugerem que a linha causal possa ser a primeira. Mesmo
assumindo-se esta interpretacdo, ndo pode se conceder que as associacées identificadas
sejam mais do que hipoteses sobre os mecanismos produtores de doenga. Os critérios
de amostragem também devem ser levados em consideragéo, pois aproximadamente 1/3
dos pacientes transplantados com doencga cardiovascular ja a tinham apresentado antes
do transplante. Este fato, no entanto, néo invalida a interpretacao de que, mesmo nestes,
as caracteristicas fenotipicas e genotipicas possam estar associadas a condicdo de
doente cardiovascular. O fato de os outros 2/3 da amostra com doenca cardiovascular
terem-na apresentado apés o transplante sugere que mecanismos produtores de doenga
possam ter sido desencadeados ou estimulados pelo transplante, ou antes disto, pela
fase de doenga renal terminal.

No presente estudo observou-se que pacientes submetidos a transplante renal
apresentam niveis plasmaticos de lipidios elevados e fatores plasmaticos de coagulagdo
elevados comparativamente a um grupo de individuos saudaveis. A consisténcia da
associagdo reforca-se pelo fato de ndo ser confundida por idade e por tabagismo,
reconhecidos fatores pré-coagulantes. ?****° O habito de fumar, inclusive, era mais
frequente entre os individuos normais.

Houve tanto um aumento do fator Vlic (evidéncia de ativagéo da via extrinseca da

cascata da coagulagéo) quanto aumento do fibrinogénio e interleucina-6. A elevagao dos



niveis de Dimero-D da fibrina confirma um aumento da producao e degradacao de fibrina
com ligacdo cruzada ("crosslinked”). Estes confirmam achados descritos anteriormente.
71,87

Na populagéo geral tem-se observado um aumento de fibrinogénio, factor VIII,
fator de von Willebrand, antitrombina Ill, e menores valores de proteina C em individuos
de cor preta comparados a branca.®® Esta condi¢do ndo pode ter confundido nossos
achados, pois a amostra era constituida exclusivamente por individuos da raga branca.

Em pacientes com aterosclerose coronariana, especialmente em diabéticos,
também foi demonstrado aumento dos niveis de IL-6 e fibrinogénio.®*

A prevaléncia de doenga cardiovascular no grupo de transplantados foi de 23%. O
grupo de transplantados com diagnostico de doenga cardiovascular apresenta um tempo
de acompanhamento pés-transplante, sexo, indice de massa corporal e niveis de pressao
arterial similares aos pacientes transplantados sem doenga cardiovascular. Por outro
lado, incluem uma maior propor¢do de tabagistas e tém, mais freqientemente doenca
cardiovascular prévia ao transplante e histéria familiar de doenga cardiovascular. Nao
houve diferenca no esquema imunossupressor utilizado pelos dois grupos.

Em ambos grupos, transplantados com e sem doenga cardiovascular, os niveis de
colesterol, trigliceridios e lipoproteina (a) foram similares. No grupo com doeng¢a foram
observados niveis mais altos de glicose, niveis mais baixos de albumina e uma pior
funcao renal.

Dos fatores envolvidos com coagulagdo, somente niveis de fibrinogénio e IL-6
foram mais elevados, o aumento de dimero-D da fibrina ndo atingiu significancia
estatistica nos pacientes com doenca cardiovascular, a distribuigdo de fator Vllc e PAI-1
foi similar nos 2 grupos.

O sitio polimérfico da IL-6, descrito anteriormente, foi mapeado no intron-4 sendo

confirmado pela técnica de seqlienciamento direto.
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Para os diversos genétipos (fibrinogénio, IL-6, PAI-1, FVIic) avaliados ndo houve
diferenca de frequéncia dos alelos raros entre o grupo de pacientes com e sem doenca
cardiovascular.

Nao se observou associacao do gendtipo do intron-4 da IL-6 com os niveis de IL-6
no grupo de pacientes transplantados como um todo ou categorizados pela presenca de
doenca cardiovascular. Por outro lado, observou-se que os transplantados tabagistas,
homozigotos para o alelo menos comum (GG), apresentaram uma tendéncia de niveis de
IL-6 mais elevados em relagdo aos nao tabagistas. A associagao nao se manteve na
analise multivariada, talvez por falta de poder estatistico. A ciclosporinemia persistiu
significativamente associada.

Houve, também, uma tendéncia de maior prevaléncia de doenga cardiovascular
entre os tabagistas GG em relacdo aos nao tabagistas, porém sem significancia
estatistica. A sugestdo de haver uma interacdo entre a presenca do alelo G e tabagismo
requer confirmacgao por novos estudos. Considerando que o intron ndao codifica para
formacgao da proteina, € questionavel como os homozigotos GG tabagistas aumentariam
a produgdo de IL-6. Uma hipétese é que este polimorfismo esteja em ligagao
desequilibrada com polimorfismos ja identificados na regido promotora do gene da IL-6.
Com o estimulo das toxinas do cigarro poderia haver uma resposta exagerada na
transcricdo do gene da IL-6, aumentando sua producdo. Esta hipbétese encontra-se
atualmente em investigacao.

Observou-se que os niveis de fibrinogénio foram significativamente mais elevados
nos pacientes com doenca cardiovascular, independentemente do genétipo do alfa e do
beta fibrinogénio. Os pacientes tabagistas portadores do alelo A-445 do B-fibrinogénio
apresentaram uma maior prevaléncia de doenga cardiovascular, sugerindo existir uma
interagdo entre a presenca do alelo A-445 e o habito de fumar para aumentar o risco de

doenca cardiovascular. Por outro lado, ndo observou-se interagdo entre o alelo A-445 e

72



tabagismo sobre os niveis de fibrinogénio, conforme descrito em alguns estudos. **'

Associaram-se de forma significativa com os niveis de fibrinogénio a idade,
ciclosporinemia e niveis de IL-6, através de analise multivariada. O poder insuficiente de
alguns testes ndo permite excluir outras associagdes descritas em outras populagdes. No
estudo multicéntrico ECTIM houve uma associacdo dos polimorfismos do beta-
fibrinogénio com os niveis de fibrinogénio nos tabagistas bem como com a severidade de
doenca isquémica coronariana.*’ Em 384 pacientes com doenca coronariana a presenca
do alelo raro para 3 polimorfismos do beta-fibrinogénio (incluindo o G/A-445) e um do alfa
(Tag1) mostrou niveis significativamente mais elevados de fibrinogénio em relagdo aos
homozigotos para o alelo frequente.”® Em outro estudo com homens brancos saudaveis,
o polimorfismo G/A-445 foi o fator que mais contribuiu para os niveis de fibrinogénio ,
mas nao identificou-se interacdo entre o polimorfismo e o habito de fumar °'. Por outro
lado, um estudo Finlandés de 183 pacientes e um estudo de diabéticos ndo insulino-
dependentes ndo mostraram associagdo entre os polimorfismos e os niveis de
fibrinogénio %%, Entre os pacientes diabéticos demonstrou-se associagdo entre o
polimorfismo -455 G/A e doenca cardiovascular. Esta associagdo nao relacionou-se com
os niveis de fibrinogénio sugerindo que este polimorfismo possa estar ligado com algum
polimorfismo na regido codificadora do beta-fibrinogénio, o que resultaria numa alteragcéo
na estabilidade do coagulo de fibrina.

Ensaios in vitro demostram que as alteragdes das sequéncias dos polimorfismos
do beta-fibrinogénio afetam a ligagdo das proteinas nucleares hepéticas e podem alterar
a taxa de transcricdo do gene, aumentando a produgéo de fibrinogénio. Uma mudanga na
seqiiéncia de bases € proximo aquela na qual acredita-se haver ligagéo do fator nuclear
responsivo a interleucina-6. Esta € a explicagdo molecular para os diferentes efeitos

sobre os niveis de fibrinogénio visto nos tabagistas, os quais experimentam um baixo

grau cronico de resposta a injaria.®* Os transplantados apresentam niveis mais elevados
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de IL-6 e fibrinogénio, podendo representar um baixo grau de fase de resposta aguda
persistente, quer seja pela presenca do enxerto per se ou pela presengca de outros
fatores, como hipertensao, dislipidemia, tabagismo e uso de imunossupressores. Em
estudos experimentais, o gene da IL-6 foi suprimido por corticosteréides.”® No presente
estudo ndo houve diferenga nos niveis de IL-6 e fibrinogénio nos pacientes em uso de
prednisolona e naqueles em que esta medicacao foi retirada, possivelmente, devido a
baixa dose de manutencdo da mesma.

Nos pacientes em uso de ciclosporina houve uma tendéncia de aumento nos
niveis de IL-6. Observou-se uma associa¢ao independente entre os niveis de fibrinogénio
e IL-6 com a ciclosporinemia, o que € consistente com a hipotese que a exposigdo
crobnica a ciclosporina relaciona-se ao estado pro-coagulante em pacientes
transplantados.®®*°

Os niveis de atividade do fator Vllc foram mais elevados nos pacientes
transplantados renais, comparados ao individuos saudaveis, mas ndo se associaram com
doenca cardiovascular entre os transplantados.

Houve associagdo entre niveis do fator Vllc e gendétipo Arg/Gin 353, o que tem
sido um achado consistente nos diversos estudos sugerindo haver alguma consequéncia
funcional desse polimorfismo. “349%%% A atividade do fator Vlic foi menor nos portadores
do alelo raro, independente da presenga de doenca cardiovascular. A presenca deste
alelo poderia conferir protegcdo para doenca cardiovascular, como observado em um
estudo italiano de casos e controles, com pacientes acometidos de infarto do miocardio e
com histéria familiar de doenca cardiovascular.”®> No presente estudo nao houve tal
associacdo, comparavel ao estudo de Green e colaboradores®. A baixa frequiéncia do
alelo raro (11%) pode influenciar o poder de detec¢do desta associagdo em estudos do
norte da Europa, contrastando com uma freqiiéncia mais alta deste alelo nos estudos

italianos.®> Como a presenca deste alelo esta relacionado a niveis mais baixos de fator
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Vllc, a sua baixa frequéncia poderia até justificar a maior incidéncia de infarto do
miocardio naqueles paises em relacao a Italia.

Na analise de 16 anos de acompanhamento no estudo de Northwick Park Heart *
observou-se relagdo entre o aumento da atividade do fator VIl e eventos coronarianos
fatais. Neste estudo transversal, talvez os pacientes com maior atividade do fator VII
tenham apresentado eventos fatais e, por isto, ndo tenha sido detectada diferenca entre
0s pacientes com e sem doenca cardiovascular.

Além do genotipo, também, observou-se associagdo dos niveis de atividade do
fator Vllc com os niveis plasmaticos de colesterol e trigliceridios, como tem sido descrito
na literatura. *% %%

Os niveis de PAI-1 ndo diferiram entre os pacientes transplantados com e sem
doenca cardiovascular. Também ndo modificaram de acordo com o uso de prednisolona
e ciclosporina. No grupo como um todo, os niveis de PAI-1 variaram de acordo com o
genotipo 4G/5G, havendo, também, associagdo com os niveis de trigliceridios e glicose.
Os homozigotos para o alelo 4G apresentaram niveis de PAI-1 significativamente mais
elevados em relacdo aos heterozigotos e homozigotos para o alelo 5G, como descrito na
literatura %%

Nao se observou associagao entre doenga cardiovascular e genotipo, pois a
frequéncia do alelo 4G na regido promotora do gene do PAI-1 foi similar nos dois grupos.
O insuficiente poder estatistico do teste pode ser uma razao para o resultado negativo,
pois ha outros relatos de associagdo na literatura. No estudo de Eriksson e
colaboradores® observou-se maior freqiiéncia do alelo 4G em homens que apresentaram
infarto do miorcardio antes dos 45 anos de idade em relacdo a controles saudaveis da
mesma idade.

A associagdo do polimorfismo 4G/5G na regido promotora do gene do PAI-1 e os

niveis plasmaticos de atividade do PAI-1 sugere haver diferenga na ligagcado de proteinas
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nucleares que regulam a atividade de transcricdo do gene. Estudos experimentais
mostraram que o alelo 5G, liga-se a uma proteina nuclear adicional que poderia funcionar
como um repressor da transcricdo do gene.”

Na analise multivariada identificaram-se associagées independentes entre
presenca de doenca cardiovascular pés-transplante com idade, histéria familiar positiva
de doenga cardiovascular, tabagismo e niveis de fibrinogénio e albumina.

Na fase de resposta aguda vista apds infeccdo ou outras injurias € comum
observar-se aumento da produc¢ao do fibrinogénio e diminui¢cdo da sintese de albumina.
Os achados deste estudo vao ao encontro da hipétese de que estes pacientes
apresentam certo grau de resposta inflamatéria persistente, como comentado
anteriormente.

Na populacéo geral evidenciou-se haver associagao entre fibrinogénio, leucocitos
e proteina C reativa com fatores de risco e prevaléncia de doenga cardiovascular,
sugerindo que um baixo grau de inflamagdo pode contribuir para risco de doenga
isquémica.'® Além dos diversos estudos epidemiolégicos ****, dados do Edinburgh Artery
Study mostram que variaveis hemostaticas e reologicas estdo associadas com
prevaléncia e incidéncia de doenga cardiovascular. Sugerem que um distirbio endotelial
e o aumento do "turnover” de fibrina possam ter um papel na patogénese desta doenca e
sejam 0s mecanismos pelos quais os fatores de risco como tabagismo, dislipidemia e

infeccdes promovem eventos cardiovasculares.™

Na nossa amostra de pacientes
transplantados ndo foram incluidos os que apresentavam doenca aguda, porém, a
presenca de infec¢do latente, principalmente pelo citomegalovirus é freqiiente nestes
pacientes. Sua presenca nao foi investigada neste estudo.

Questiona-se se hipoalbuminemia € um fator de risco independente para

complicagdes ateroscleréticas. Em pacientes transplantados a albumina sérica mostrou

ser um fator de risco independente de fatores de risco classicos, como idade, sexo,
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diabetes, tabagismo '®. Em pacientes sob tratamento dialitico, estudos de coorte também
tém demonstrado ser hipoalbuminemia um fator de risco independente para o
desenvolvimento de doenca coronariana isquémica, mortalidade de causa cardiovascular
e mortalidade total. A albumina sérica baixa pode ser um marcador de desnutricdo destes
pacientes, porem, o que fala a favor de uma alteragdo em decorréncia da fase de
resposta aguda é o fato de estar associada a alteracdo da sintese hepatica de outras

103104105 No estudo "The Atherosclerosis Risk in

proteinas envolvidas neste processo
Communities (ARIC) Study Investigators” os niveis de albumina se mostraram mais
baixos nos pacientes com diabetes e doenga cardiovascular, porém, quando ajustado
para a presenga de fatores de riscos classicos e varidveis hemostaticas ndo houve mais

tal associagdo, sugerindo que a hipoalbuminemia seja um marcador de doenga crénica

sem associagdo causal com complicagdes aterosclerética.'®
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CONCLUSOES

a) Os pacientes transplantados renais apresentaram alteragbes nos niveis de
fatores da coagulagdo em relagdo a um grupo de individuos normais.

b) Nos pacientes transplantados com diagnéstico de doenga cardiovascular
apresentaram niveis de fibrinogénio e IL-6 mais elevados em relagdo aos
pacientes sem doenca.

¢) Nio detectou-se associagdo entre a freqiiéncia dos diversos polimorfismos
genéticos e prevaléncia de doenga cardiovascular no grupo de transplantados
como um todo. No entanto, a interagdo de tabagismo e presencga do alelo raro
(A-445) do beta-fibrinogénio associou-se com o diagnéstico de doenga
cardiovascular.

d) No grupo de pacientes transplantados como um todo:

- a idade, ciclosporinemia e niveis de IL-6 associaram-se de forma significativa
com os niveis de fibrinogénio .

- 0 genoétipo do fator VII, colesterol e trigliceridios associaram-se aos niveis de
fator VIl coagulante.

- 0 gendtipo do PAI-1, trigliceridios e glicose associaram-se aos niveis e PAI-1.

- somente a ciclosporinemia foi associada de forma significativa com os niveis de
IL-6.

e) O sitio polimérfico (Msp) da IL-6 foi localizado no intron-4 do gene da IL-6.
Observou-se uma tendéncia de associacdo entre a interagdo de tabagismo e
homozigoze para o alelo raro (GG) do polimorfismo da IL-6 com os niveis de IL-

6 e doenga cardiovascular.



f) Idade, histéria familiar positiva, tabagismo, niveis de albumina e fibrinogénio
foram associados de forma independente com o diagnostico de doenga

cardiovascular nesta amostra de pacientes transplantados renais.
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