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Resumo

A ciclosporina A (CsA) é um agente imunossupressor pertencente ao grupo dos
inibidores da calcineurina que revolucionou a transplantacéo de 6rgédo devido a grande
capacidade para prevenir a rejeicdo do enxerto, continuando a ser fundamental na
terapéutica imunossupressora. Porém, a sua utilizacdo clinica estd associada ao
desenvolvimento de efeitos secundarios graves, incluindo a nefrotoxicidade, que
parece ser dependente da duracdo da exposicdo ao farmaco. As estratégias de
minimizagdo de efeitos adversos baseiam-se sobretudo na redugdo da dose e na
conversao para outros farmacos aparentemente menos nefrotdéxicos, como o sirolimus
(SRL), um inibidor do alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR). Neste trabalho
pretendeu-se estudar alguns aspectos-chave que permanecem por elucidar: (1) os
mecanismos moleculares e os biomarcadores subjacentes a transicdo de disfuncéo
renal induzida pela CsA para nefrotoxicidade e (2) o impacto renal de dois protocolos
de conversao de CsA para SRL, baseando a avaliacgdo em marcadores Séricos,
urinarios e em tecido renal.

Para tal, foram desenhados protocolos experimentais (em rato wistar) de 3, 6 e
9 semanas de duracdo, incluindo grupos tratados com concentragdes clinicamente
relevantes de CsA e de SRL, comparativamente a ratos controlo (veiculo), em
esquemas de tratamento que incluiam grupos de CsA e de SRL, e grupos de
conversao de CsA para SRL, um deles efectuado apds reducao inicial da dose de
CsA. Foram analisados os seguintes parametros: pressao arterial e frequéncia
cardiaca; dados bioquimicos séricos e urinarios, incluindo niveis de creatinina e ureia,
suas depuracdes e taxa de filtragdo glomerular (TFG); peroxidacédo lipidica no rim e
respectiva depuragdo; marcadores classicos e emergentes de funcao/lesédo renal em
soro, urina e em tecido renal (genes e proteinas, por RT-gPCR e imunohistoquimica,
respectivamente). As lesbes renais foram avaliadas através de coloracbes de

hematoxilina e eosina, acido periddico de Schiff e tricromio de Masson.
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No tratamento de curto prazo com CsA, 0s niveis de creatinina e ureia
aumentaram e a depuracdo diminuiu, acompanhados por uma reducdo da TFG.
Apesar de somente causar lesdes renais ligeiras ou insignificantes em algumas das
estruturas, induziu um aumento da expressdao de ARNm de PCNA, TGF-, NF-kB e
p53 no tecido renal. No tratamento de longo prazo, os dados de disfungéo renal foram
acompanhados por lesGes glomerulares e tubulointersticiais, com notavel aumento da
expressao génica renal de mTOR e MKIi-67 e sobre-expressdo da proteina mTOR.
Para além disso, os niveis de TGF-8 e IL-7 no soro aumentaram, assim como a
depuracdo de MDA, e verificou-se uma expressao proteica aumentada de TGF-8 e
MTOR no tecido renal. Os ratos tratados com SRL apresentaram proteindria e
aumento de NGAL (no soro e na urina) como os melhores marcadores de impacto
(“toxicidade”) renal. No protocolo que testou a reducdo da dose de CsA seguida de
conversao para SRL, apds as primeiras 3 semanas de CsA (dose mais elevada, 30
mg/kg peso/dia), os animais apresentaram perda de peso, hipertenséo, taquicardia,
aumento dos niveis séricos de colesterol ndo-HDL, glicose, triglicerideos, creatinina e
ureia, acompanhados por reducdo da TFG e do conteudo sérico de insulina.
Adicionalmente, verificou-se um aumento da expresséo renal de CTGF, Kim-1, mTOR,
NF-kB8 e TGF-B;, acompanhado por amplo dano renal, incluindo arterioesclerose,
hiperemia, esclerose nodular, hialinizacdo do pélo vascular e espessamento da
capsula de Bowman, para além de calcificacao tubular, formacao de cilindros hialinos
e desenvolvimento de fibrose intersticial. Trés semanas apés a reducdo da dose de
CsA para 5mg/kg peso/dia, os resultados indicaram uma melhoria da funcéo renal e
das lesdes vasculares e glomerulares, mas sem desagravamento significativo das
alteracdes tubulointersticiais. Durante as uUltimas 3 semanas, com a conversao para
SRL (1 mg/kg peso/dia), apesar da hiperglicemia, hipertrigliceridemia e aumento do
conteldo sérico e urindrio de NGAL, o dano renal promovido pela CsA foi

substancialmente melhorado, como constatado através dos resultados de marcadores
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em soro e urina, mas em particular devido a reducdo da expressao proteica renal de
CTGF, mTOR, NF-«B, TGF-B; e PCNA.

Em conclusdo, a transicdo de disfuncdo renal induzida pela CsA para
nefrotoxicidade é acompanhada por uma modificacdo de mecanismos moleculares e
de biomarcadores, sendo o0 mMTOR uma proteina-chave para a evolucdo da lesdo
renal. A conversdo para SRL impede a evolucdo do dano renal induzida pela CsA,
podendo o impacto renal desta substituicdo ser acompanhado pelos niveis de NGAL
em soro e urina, que parece ser um biomarcador interessante para monitorizar a
conversao. Finalmente, a nefrotoxicidade induzida pela CsA é muito dependente da
dose e do tempo de exposi¢do, sendo a reducdo da dose de CsA e subsequente
conversao para SRL, se realizada antes de lesbes graves, notoriamente importantes

na preservacao da fungdo e da estrutura renal.

(Tese redigida sem recurso ao novo acordo ortogréafico)
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Abstract

Cyclosporin A (CsA) is an immunosuppressive agent that belongs to calcineurin
inhibitors (CNIs) group, and revolutionized organ transplant due to the great ability to
prevent graft rejection; CNIs remain the cornstone of immunosuppressive therapy.
However, the clinical use of CsA is associated with the development of serious side-
effects, including nephrotoxicity, which seems to depend on the duration of drug
exposure. Strategies to minimize the adverse effects are mainly based on dose
reduction and conversion to other seemingly less nephrotoxic drugs, such as sirolimus
(SRL), an inhibitor of mammalian target of rapamycin (mTOR). In this work we intended
to study some key aspects that remain to be elucidated: (1) the molecular mechanisms
and biomarkers underlying the transition from renal dysfunction induced by CsA to
nephrotoxicity and (2) the renal impact of two protocols of conversion from CsA to SRL,
focusing on serum, urinary and renal tissue markers.

Experimental protocols were designed (Wistar rats) with 3,6 and 9 weeks
duration, including groups treated with clinically relevant concentrations of CsA and
SRL, compared with control rats (vehicle), in treatment regimens that included groups
of CsA, SRL and conversion from CsA to SRL, one of them made after previous CsA
dose reduction. The following parameters were analyzed: blood pressure and heart
rate; serum and urinary biochemical data, including creatinine and urea clearances and
glomerular filtration rate (GFR); kidney lipid peroxidation and its clearance; classical
and emerging biomarkers of kidney function were accessed in serum, urine and renal
tissue (genes and proteins by RT-gPCR and immunohistochemistry, respectively).
Renal lesions were evaluated by hematoxylin & eosin, periodic acid-Schiff and
Masson's trichrome staining.

In the short-term treatment with CsA, the levels of urea and creatinine increased
and their clearances decreased, accompanied by reduction of GFR. Although only

slight (or insignificant) renal lesions in some kidney structures were found in the CsA-
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treated rats, increased mMRNA expression of PCNA, TGF-8, Tp53 and NF-k8 in renal
tissue was found. In the long-term CsA treatment, the data of renal dysfunction were
accompanied by glomerular and tubulointerstitial lesions, with remarkable increase in
renal gene expression of mMTOR and MKi-67, together with overexpression of mTOR
protein. In addition, serum TGF-8 and IL-7 levels increased, as well as MDA clearance,
and there was an augmented content of TGF-8 and mTOR protein expression in the
renal tissue. Rats treated with SRL in the long-term treatment presented proteinuria
and increased NGAL (in serum and urine) as the best markers of kidney impact
("toxicity"). In the protocol designed to test CsA dose reduction followed by conversion
to SRL, after the first 3 weeks of CsA highest dose (30 mg/kg/day) treatment, the
animals presented weight loss, hypertension, tachycardia, increased serum levels of
non-HDL cholesterol, glucose, triglycerides, creatinine and urea, as well as reduction of
GFR and serum insulin contents. Additionally, there was an increased renal expression
of CTGF, Kim-1, mTOR, NF-kB8 and TGF-, accompanied by extensive kidney damage,
including arteriosclerosis, hyperemia, nodular sclerosis, vascular pole hyalinization and
thickening of the Bowman capsule, in addition to tubular calcification, formation of
hyaline cylinders and development of interstitial fibrosis. Three weeks after dose
reduction of CsA to 5 mg/kg/day, the results indicated an improvement in renal function
and vascular and glomerular lesions, but without significant amelioration of
tubulointerstitial damage. During the last 3 weeks, after conversion to SRL (1
mg/kg/day), despite hyperglycemia, hypertriglyceridemia and increased serum and
urinary NGAL contents, renal damage promoted by the two CsA doses was
substantially improved, as confirmed by the results of serum and urine markers, in
particular by the reduction in renal protein expression of CTGF, mTOR, NF-kB, TGF-8
and PCNA.

To conclude, the transition from renal dysfunction induced by CsA to nephrotoxicity is

accompanied by modification of molecular mechanisms and biomarkers, being mTOR
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a key protein for development of renal injury. The conversion to SRL prevents the
development of renal damage induced by CsA and this effect might be better
accompanied by serum and urine NGAL levels, which seems to be an interesting
biomarker to monitor the conversion protocol. Finally, CsA-induced nephrotoxicity is
notoriously dependent on dose and duration of exposure, being CsA dose reduction
and subsequent conversion to SRL, if performed before notoriously damage, important

measures to preserve renal function and prevent nephrotoxicity.
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1. Dinamicarenal e principais funcdes

Cada rim contém cerca de 1 milhdo de nefrénios funcionais, constituidos por
varios tipos de células especializadas provenientes de linhagens embriolégicas
distintas. Cada nefronio é constituido por um corpo filtrante, o glomérulo, e por um
tubulo longo, caracterizado por varios segmentos diferenciados. As partes finais
destes tubulos séo interligados para formar os canais de recolha (tubos colectores),
que se abrem para a pélvis renal (Figura 1).

Os principios basicos da fisiologia renal passam pelo desempenho das fun¢des
do rim em excretar, metabolizar e sintetizar. Os rins sdo perfundidos com cerca de
20% do débito cardiaco produzindo cerca de 180 L de filtrado, dos quais apenas cerca
de 1,5 L sdo eliminados pela urina, em virtude de o restante filtrado ser reabsorvido
pelos tubulos. Esta elevada actividade funcional torna o rim um dos orgdos mais
expostos a hipotéticas agressoes, tornando-o muito sensivel a altera¢des funcionais e
estruturais [Eckardt et al., 2013].

A barreira de filtragdo glomerular € constituida pelas células endoteliais
fenestradas, uma membrana basal e uma camada de células altamente diferenciadas,
chamadas poddcitos [Haraldsson et al., 2008]. A barreira de filtracdo é permeavel a
agua, a solutos de pequena dimensao e a proteinas de baixo peso molecular (60-70
kDa), mas a grande maioria das proteinas do plasma nao sao filtradas, especialmente
se sdo carregadas negativamente. Ao longo dos segmentos tubulares do nefrénio, o
ultrafiltrado sofre uma série de alteracdes, com reabsor¢cdo quase total de proteinas de
baixo peso molecular, de solutos e de agua, e secrecdo de uma proteina chamada
uromodulina (proteina Tamm-Horsfall) e eliminacao do excesso de potassio, acidos e
bases (Figura 1) [Brown et al., 2012]. Qualquer perturbacdo na hemodinamica ou na
estrutura glomerular pode resultar numa taxa de filtracdo glomerular (TFG) alterada,
levando a passagem de proteinas para a urina, que sdo dois sinais classicos de

doenca renal.
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Figura 1. Estrutura da unidade funcional do rim, o nefrénio. Adaptado de Eckardt et al. (2013).

Os processos que afectam a composi¢cao da urina sdo mediados por sistemas
de transporte polarizados que estdo nas células epiteliais dos tubulos. O tubulo
proximal reabsorve a maior parte (cerca de dois tercos) de solutos e agua filtrada.

Para além disso, as células que revestem estes tubulos possuem receptores multi-
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ligandos envolvidos na captacdo endocitica de proteinas filtradas, nas quais se
incluem hormonas, vitaminas e enzimas. Esta absor¢cdo densa de proteinas
desempenha um papel importante na depuracdo metabdlica, na homeostasia
hormonal e na conservacéo de vitaminas essenciais (vitamina A, D e B12), e fornece
um meio livre de proteinas nas células que revestem os segmentos do tubulo distal
[Christensen et al., 2009]. As moléculas organicas e os metabolitos de farmacos sao
segregados para a urina atraves de transportadores especificos localizados na ultima
parte do tubulo proximal.

Os segmentos tubulares que formam a ansa de Henle criam um ambiente
hiperténico na medula, necessério para concentrar a urina, e mediar a reabsorcao de
Ca?* e Mg®', sob o controlo do receptor sensivel a Ca?*/Mg®* [Ferré et al., 2012].
Células epiteliais especializadas e localizadas na jungéo entre o membro ascendente
da ansa de Henle e o tdbulo distal detectam a concentracdo de NaCl tubular e
interagem com as células granulares que contém renina nas arteriolas aferentes para
regular o fluxo sanguineo glomerular através de um mecanismo de feedback,
chamado tubuloglomerular [Singh e Thomson, 2010]. O tdbulo distal e os canais de
colheita sé&o responséaveis pela concentracdo de aldosterona e de vasopressina e
regulam a composi¢do final da urina, assim como varios processos de transporte
tubular [Reilly e Ellison, 2000], podendo ser alvo de farmacos especificos, incluindo
diuréticos, calcimiméticos e inibidores de reabsorcdo da glucose, mais recentemente
desenvolvidos [Shah et al., 2012].

O facto de o rim ter funcdes excretoras, metabdlicas e enddcrinas faz com que
medeie interac¢cfes essenciais com varios 6rgdos, sustentando uma série de funcdes
vitais, incluindo a regulagdo da agua corporal e da sede, a pressao arterial, a
ventilacdo respiratdria, a metabolizagdo de farmacos, o equilibrio de potassio, a
eritropoiese, 0 metabolismo do calcio e do fosfato e a homeostasia acido-base (Figura

2).
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Figura 2. Efeitos da func@o renal em varios processos homeostéticos essenciais que se
desenvolvem em cooperagdo com outros 6rgdos e tecidos. Adaptado de Eckardt et al. (2013).

A regulacdo da excrecao de NacCl, que é fundamental para controlar o volume
de fluido extracelular e a pressédo arterial, € influenciada pelo sistema renina-
angiotensina-aldosterona, o péptido natriurético auricular, o sistema nervoso simpatico
e, ainda que em menor escala, pela hormona vasopressina [Stockand, 2010]. A

regulacdo do teor de agua no corpo (osmorregulacdo) envolve a accdo da
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vasopressina no transporte de dgua mediado pela aquaporina [Schrier, 2008; Bourque,
2008]. Adicionalmente, o rim também é o principal “sensor” do oxigénio sistémico, visto
ter um papel fundamental na regulacdo da eritropoietina, uma hormona fundamental
para o desenvolvimento dos eritrocitos [Gleadle, 2009].

Para além do controlo da homeostasia do corpo, o rim também est4 envolvido
na proteccdo imune. As células dendriticas e os macrofagos, que formam uma rede no
intersticio renal, contribuem para a imunidade inata e adaptativa e sdo cada vez mais
reconhecidas pelo seu papel de “vigia” contra a lesdo renal e a infec¢céo [Teteris et al.,
2011]. As células epiteliais dos tubulos renais também expressam receptores Toll-like
(TLRs), incluindo o TLR4 do sistema imune inato, que podem estar envolvidos no
desencadeamento de uma resposta imune inata as infec¢des virais e bacterianas ou

ao stresse isquémico [Smith, 2009].

2. A doencarenal cronicaterminal

2.1. Definicdo e principios fisiopatolégicos da doenca renal aguda

e cronica

A leséo renal aguda, também chamada insuficiéncia renal aguda, pode ter
variadas origens e continua associada a uma alta mortalidade em doentes em estado
critico, apesar dos significativos avancos técnicos ao nivel da terapéutica,
nomeadamente da terapia renal de substituicao, incluindo a dialise [Brar et al., 2008].
Uma andlise compreendida entre Janeiro de 1970 e Dezembro de 2004 revelou que
apesar do progresso técnico na gestdo da insuficiéncia renal aguda, a taxa de
mortalidade manteve-se praticamente inalterada [Ympa et al, 2005]. Mais

recentemente, e de forma notavel, a investigacdo basica em modelos animais tém
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contribuido para o conhecimento da patogénese da insuficiéncia renal aguda, abrindo
novos caminhos para maior sucesso das abordagens terapéuticas [Nguyen e
Devarajan, 2008].

A doenca renal crénica (DRC) e a lesdo renal aguda podem ser detectadas, e a
sua prevaléncia e progndstico tém sido estuda. No entanto, os critérios de avaliacdo
da funcao e estrutura renal continuam a evoluir, bem como as definicdes de doenca
renal cronica e de lesdo renal aguda que vao sofrendo actualizacdo ao longo dos
tempos.

A KDIGO (Kidney disease improving global outcomes) desenvolveu novas
directrizes para a lesdo renal aguda, reconhecendo que o prognostico da insuficiéncia
renal aguda ndo tinha sido melhorado nas Ultimas décadas, apesar das melhorias
substanciais nos cuidados intensivos e métodos de didlise. Foi aceite que pequenas
diminuicdes na taxa de filtracdo glomerular ndo s@o graves o suficiente para serem
classificadas como insuficiéncia renal aguda [KDIGO, 2012]. As directrizes da lesdo
renal aguda centram-se nas mudancas da creatinina sérica ou reducao da producao
de urina como manifestagbes de leséo directa no rim. Ao contrario da doenca renal
cronica, os marcadores de lesdo ndo estéo incluidos na definigcdo de insuficiéncia renal
aguda, mas existe uma investigacdo intensiva por biomarcadores urinarios que
precedem a reducdo na taxa de filtracdo glomerular (por exemplo, uma molécula de
lesdo renal, a lipocalina gelatinase associada a neutréfilos e a interleucina 18) que
pode vir a permitir uma identificacdo mais precoce e o tratamento mais eficaz [Lameire
et al., 2013; Chawla e Kellum, 2012].

As primeiras directrizes KDIGO para a doencga renal cronica, estabelecidas em
2002, resultaram da crescente incidéncia e prevaléncia de insuficiéncia renal cronica,
dos altos custo da doenca e do tardio encaminhamento dos doentes para o0s
nefrologistas [National Kidney Foundation, 2002]. As recomendactes foram centradas
na estimativa da taxa de filtracdo glomerular a partir da creatinina sérica e na

determinacdo de marcadores de lesdo renal (principalmente a albumindria). Uma série
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de esforcos internacionais conduziram a padronizacdo de equacdes mais precisas

para estimar a taxa de filtracdo glomerular [Levey et al., 2006; Levey et al., 2009].

Posteriormente, a cistatina C foi adicionada como uma variavel para estimar a taxa de

filtracdo glomerular e ajudar no prognéstico, levando a avangos na deteccdo e

classificacdo da doenca renal cronica [Peralta et al.,, 2011; Inker et al.,, 2012]. Em

2013, a KDIGO publicou uma actualizacdo das directrizes anteriores da doenca renal

crénica [Matsushita et al., 2010; Levey et al., 2011], conjugando a albuminiria com a

taxa de filtragdo glomerular para definir os diferentes estadios, reconhecendo assim a

importancia da albuminuria no diagnéstico e prognostico da doenca renal [Levey e

Coresh, 2012; Gansevoort et al., 2013] (Figura 3).

Descricao dos estadios da albuminuria (mg/g)

Al A2 A3
Optima e _
L Muito alta e
ligeiramente Alta .
nefrotico
presente
Estadios da taxa de filtracdo
. ¢ <10 10-29 30-299 | 300-1999 >2000
glomerular (ml/min)
G1 Optima e >105
ligeiramente alta 90-104
G2 o 75-89
Ligeira
60-74
G3a Ligeira / moderada | 45-59
G3b Moderada a severa | 30-44
G4 Severa 15-29
G5 Falha renal <15

Figura 3. Escaldes para diagndstico e prognostico da doenca renal cronica em funcdo da taxa
de filtragdo glomerular e da albumindria. Adaptado de Levey e Coresh (2012).
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2.2. Epidemiologia da doenca renal cronica terminal em Portugal e

no Mundo

A doenca renal cronica, é hoje reconhecida como um importante problema de
saude publica mundial. A prevaléncia da doenca renal crénica tem aumentado ao
longo dos anos e estd fortemente relacionada com o envelhecimento, sendo mais
prevalente entre as mulheres [Coresh, 2007; Zhang, 2008; Nagata, 2010; Van
Pottelberg, 2011] e os afro-americanos [Muntner, 2011].

Uma revisao sistematica de estudos populacionais confirmou que a DRC é téo
comum como a diabetes mellitus na populacdo em geral tem vindo a aumentar os
esforcos para promover um diagndstico mais precoce da DRC, de forma a reduzir a
progressao da doenca [Levey, 2007; Cusumano, 2008]. Sem os cuidados adequados,
a DRC origina complicagdes graves, incluindo o aumento do risco de doengas
cardiovasculares e, em Ultima instancia, insuficiéncia renal crénica terminal com
necessidade de terapéutica renal de substituicdo (didlise ou transplanta¢céo) e mesmo
morte [Levey, 2007].

Em Portugal, a semelhanca do que se regista mundialmente, estima-se que a
incidéncia de insuficiéncia renal crénica vai continuar a aumentar nas proximas
décadas, fruto do aumento de outro tipo de patologias que também afectam o rim,
como é o caso da diabetes mellitus (causa de > 30 % dos doentes insuficientes

renais).

2.3. A terapéuticarenal de substituicdo em Portugal

Em 2010, a maioria dos doentes com insuficiéncia renal crénica tinha como
tratamento de substituicdo a hemodialise (HD) em conjunto com dialise peritoneal
(DP), sendo que apenas um pequeno numero de doentes estava a realizar apenas

didlise peritoneal (Figura 4A e 4B).
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A B
Dados Globais de Total de Doentes em Prevaléncia pontual da TRS em 2013
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Figura 4. Informacado estatistica da terapéutica renal de substituicdo em Portugal. A, dados
Globais de Total de Doentes em TRS, prevaléncia pontual 2007 — 2013; B, prevaléncia pontual
da terapéutica renal de substituicdo em 2013; C, Evolugdo do ndimero de transplantes renais
em Portugal (1980-2013). TRS, terapéutica renal de substituicdo; TXRs, transplantes renais.
Fonte: Sociedade Portuguesa de Nefrologia.

Em comparacdo com a didlise, o transplante renal reduz a incapacidade e
melhora a funcédo renal e a qualidade de vida, proporcionando uma expectativa de vida
mais prolongada, com a vantagem adicional de ser menos dispendiosa que a diélise

[Port et al., 1993; Evans et al.,, 1985; Eggers, 1988]. Dados de 2008 referem que
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547.982 residentes nos Estados Unidos foram tratados para a doenca renal em
estadio terminal e 17.413 foram transplantados. Segundo dados de 2009, os custos
anuais para o tratamento de um doente em hemodidlise sdo quase o triplo dos
necessarios para um individuo transplantado (National kidney and urologic diseases
information Clearinghouse, acedido em 2014).

O primeiro transplante renal em Portugal foi feito a 20 de Julho de 1969 em
Coimbra, pelo médico e Professor da Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra, Linhares Furtado, entre dois dadores vivos. Um levantamento estatistico
realizado pela Sociedade Portuguesa de Transplantacdo mostra que desde o inicio da
década de 80 o numero de transplantes no nosso pais tem aumentado de forma muito
significativa, principalmente desde o ano 1986, quando se comegou a usar uma
terapéutica mais eficaz na prevencéo da rejeicdo aguda. Desde esse ano, 0 numero
de transplantes aumentou de 100 para mais de 500 (em 2010), traduzindo-se num
total de 9279 transplantes renais realizados no nosso pais nas Ultimas trés décadas,
verificando-se uma prevaléncia também crescente do numero de transplantes renais

por habitante (Figura 4C) [Sociedade Portuguesa de Transplantacéo, 2014].

Sobrevida do enxerto ao longo das décadas
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Sobrevida 1ano 5 anos 10anos 15anos 20 anos
Década de 80 81,2 % 64,9 % 49,1 % 38,3% 30,6 %
Década de 90 89,3 % 77,8 % 63,4 % 52,6 % 45,1 %
2000-2010 91,0 % 84,2 % 74,1 % * *

Figura 5. Evolucéo da taxa de sobrevida do enxerto ao longo das décadas 80, 90 e 2000 em
Portugal. Fonte: Sociedade Portuguesa de Transplantagéo. * Dados néo disponiveis.

Ao longo das ultimas 3 décadas tem-se verificado uma melhoria significativa
na taxa de sobrevivéncia do enxerto (Figura 5), o que se traduz também numa melhor
taxa de sobrevida do doente e qualidade de vida. Na década de 80, 90 e anos 2000
registou-se uma taxa de sobrevivéncia aos 10 anos de 75,5%, 82,9% e 88,4%,
respectivamente. Adicionalmente, verificaram-se valores minimos da taxa de rejei¢cao
aguda (7,4% em 2010), que se associam a uma melhoria significativa da eficacia da

terapéutica imunossupressora [Sociedade Portuguesa de transplantacao, 2014].

3. Atransplantacéo e aterapéutica imunossupressora

3.1. A problematica darejeicdo do enxerto

O reconhecimento da célula T pelo antigénio é o evento primario e central que
conduz a uma cascata de situacdes que resultam na rejeicdo do 6rgéo transplantado.
As células T sdo monoespecificas na medida em que reconhecem apenas um Unico
antigénio peptidico apresentado no contexto do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC). As moléculas do MHC s&do complexos de péptidos,

expressos sobre a superficie de uma variedade de células imunes. As células T
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reconhecem por¢des de antigenes de proteinas que foram fragmentados em péptidos
ligados a moléculas de MHC. H& pelo menos duas vias distintas, mas nao
necessariamente eliminatorias, de auto-reconhecimento, as vias directas e indirectas,
que geram diferentes conjuntos de clones de células T alo-especificas. Na via directa,
as células T do hospedeiro reconhecem moléculas de alo-MHC intactas na superficie
do antigénio de células apresentadoras de dador. Na via indirecta, as células T
reconhecem o0 alo-antigénio apresentados como peptideos, por células
apresentadoras de antigénios do hospedeiro [Heeger, 2003]. Ap6s o alo-
reconhecimento pelas células T, estas sédo activadas, decorrendo em seguida uma
série de eventos bioquimicos dentro do citoplasma da célula. A activacdo destas vias
leva a um aumento acentuado e sustentado do calcio livre intracelular que promove a
formacdo de complexos célcio-calmodulina, activando um numero de mediadores,
incluindo a fosfatase calcineurina. A calcineurina desfosforila o NFAT (factor nuclear
das células T activadas) citoplasmatico, permitindo a sua translocacao para o nucleo,
onde se liga a sequéncia promotora do gene da interleucina-2 (II-2) estimulando a
transcricdo do seu ARNm. Esta citocina pro-inflamatéria é fundamental para a

maturacdo dos linfocitos T, essenciais ao processo imunologico [Wesselborg et al.,

1996; Le moine et al., 2002].

3.2. A importancia da terapéutica imunossupressora — principais

grupos

As taxas de sobrevivéncia de doentes e a viabilidade do enxerto apoés o
transplante renal tém aumentado drasticamente nos Ultimos anos, o que se deve
principalmente a melhorias cirdrgicas, da terapéutica imunossupressora e da
assisténcia médica pos-transplante. O principal objectivo da farmacoterapia no pos-

s

transplante € a prevencdo da rejeicdo do enxerto a longo prazo e a sobrevida do

cgereno,l;m"e’ (2011, ) 16



INTRODUGCAO
Capitulo | — Da insuficiéncia renal ao transplante

paciente, mantendo as complicacbes e efeitos adversos ao minimo atingivel. A
introducdo de agentes imunossupressores mais potentes e a associagdo de novas
combinacdes reduziu a frequéncia de rejeicdo aguda, apesar de taxas de incidéncia de
infecgbes pos-transplante ainda preocupantes [Ponticelli, 2007]. Os especialistas em
transplante procuram ha varios anos melhorias dos protocolos que possam reduzir a
incidéncia de infec¢cdes e minimizar os efeitos adversos. Actualmente, a maioria dos
regimes imunossupressores sdo baseados na combinacdo de inibidores da
calcineurina (CNIs, incluindo a ciclosporina e o tacrolimus) com agentes
antiproliferativos (azatioprina ou micofenolato) e esterdides (prednisona). No entanto,
os CNIs podem causar nefrotoxicidade e outros efeitos adversos que podem nao sé
afectar a qualidade de vida, mas também a sobrevida do enxerto e a expectativa de
vida dos doentes transplantados. Estes aspectos serdo discutidos de forma mais
detalhada nos capitulos seguintes. Nos Ultimos anos, dois nhovos agentes
imunossupressores associados a inibicao do alvo da rapamicina em mamiferos foram
disponibilizados, sirolimus (SRL) e everolimus (EVL). Estes agentes tém igualmente
uma forte capacidade imunossupressora, parecem ser menos nefrotéxicos, e tém
caracteristicas adicionais também importantes, tais como a inibicdo de infeccdo por
citomegalovirus (CMV), bem como actividade antiproliferativa [Eisen et al., 2003;
Webster et al., 2006; Dowling et al., 2009]. Estas caracteristicas tornam estes agentes
possiveis candidatos para substituir e/ou reduzir a dosagem dos inibidores da
calcineurina no pos-transplante renal. O desafio passa por desenvolver regimes
imunossupressores que permitem a reducdo da dose dos farmacos, desde que a
imunossupressao seja assegurada e as taxas aceitaveis de rejeicdo aguda se
mantenham inalteradas [Ponticelli, 2007]. Actualmente, é usado o balanco entre as
vantagens e desvantagens para determinar a escolha do regime, existindo um
conjunto de factores a ter em conta no momento de decidir a estratégia

imunossupressora adaptada a cada doente.
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Os agentes de inducéo sao tipicamente os anticorpos (globulinas anti-linfécitos)
ou os antagonistas dos receptores da interleucina-2 (basiliximab). As cinco classes de
medicamentos que compdem actualmente os regimes de manutengdo incluem: os
inibidores da calcineurina (ciclosporina e tacrolimus), os inibidores da mTOR (sirolimus
e everolimus), os agentes antiproliferativos (azatioprina e micofenilato mofetil), os
blogueadores de co-estimulacéo (belatacept) e os corticosterdides (prednisona).

Segundo as directrizes da pratica clinica KDIGO, é sugerido que o0s
tratamentos de primeira linha devem incluir os agentes de inducéo (basiliximab para
doentes de baixo risco e um anticorpo para doentes de alto risco) em conjunto com a
imunossupressado de manutencéo, incluindo ciclosporina ou tacrolimus e micofenolato
[(KDIGO) Transplant Work Group, 2009].

Outra area em foco na terapéutica associada ao transplante € o tratamento de
rejeicdo humoral. Historicamente, o tratamento tem sido dificil e pouco estudado. A
rejeicdo humoral é normalmente tratada através de imunoglobulina, o rituximab e a

plasmaferese intravenosos [Hardinger e Brennan, 2013].

3.3. Monitorizagédo da rejeicao

A eficacia dos medicamentos imunossupressores na terapia de manutengao
tem sido uma questao central no sucesso do transplante renal, sendo que a escolha
do tratamento imunossupressor mais adequado ainda € bastante complexa [Almeida,
2013].

A monitorizacdo terapéutica € um factor determinante na sobrevivéncia do
enxerto, uma vez que pode ajudar a manter a prevencao da rejeicao e também a
minimizar alguns dos efeitos secundarios. No entanto, a monitorizacdo nédo pode ser
padronizada para determinados tipos populacionais, havendo varios factores que

influenciam directamente a farmacocinética destes farmacos.
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A monitorizacdo imunoldgica pode ajudar a identificar doentes com baixo risco
de rejeicdo do transplante e assim permitir que a imunossupressao seja ajustada da
forma mais adequada nesses doentes mais "tolerantes”. A CsA é um dos farmacos
gue necessita de constante vigilancia, especialmente por causar nefrotoxicidade
aguda (reversivel) e crénica (podendo ser irreversivel). Em contraste, esta terapia
deve ser mantida se o doente for de alto risco de rejeicdo. A determinacdo de ARNm
da FOXP3 na urina é um teste ndo invasivo, sendo este um possivel biomarcador da
eficacia de longo prazo no pos-transplante e, em particular, o risco de rejeicao aguda
imediatamente apos o transplante renal [Muthukumar et al., 2005].

Outros marcadores foram identificados em biopsias renais de transplante,
alguns correspondentes a rejeicdo, como os depdsitos do complemento C4D, a
expressao de marcadores de activagdo, como o receptor de IL-2, a transferrina, ou a
expressao de marcadores de citotoxicidade, tais como a granzima A/B, a perforina e o
factor de necrose tumoral alfa [Brouard et al, 2008]. Outros potenciais marcadores
expressos pelos linfocitos T regulatérios (CD4'CD25'FOXP3") correspondem ao
estado de tolerancia.

Utilizando a citometria de fluxo, verificou-se um aumento de células T
CD4"CD25'FOXP3" no sangue periférico de receptores hepaticos operacionalmente
tolerantes, associados a um aumento de células T periféricas yd [Martinez-Llordella et
al., 2007], sendo que estes resultados também foram confirmados em receptores de
transplante renal [Brouard et al., 2007]. No entanto, a situacdo é frequentemente mais
complicado, porque o FoxP3 é um marcador comum de toleréncia e pode ser expresso
durante a activagdo das células T citotoxicas de alogénico, introduzindo alguma
confusdo na andlise. Os polimorfismos especificos de varios genes (como a
interleucina-10, TGF-B, o receptor da IL-4a e o interferon-y) foram sugeridos como
tendo associacdo com a rejeicdo em casos de re-transplante [Mytilineos et al., 2004].
HLA-G, uma molécula imunomoduladora expressa durante a tolerancia feto-maternal e

que contribui para a tolerancia fetal, também tem sido doseada no soro e em biopsias
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de enxerto de doentes transplantados hepaticos e renais, podendo correlacionar-se

com um menor risco de rejeicdes agudas [Creput et al., 2003].
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1. Os inibidores da calcineurina: enfoque na Ciclosporina A

Pertencem ao grupo dos inibidores da calcineurina a ciclosporina A (CsA) e 0
tacrolimus (Tac). A ciclosporina € um péptido ciclico lipofilico de 11 aminoécidos,
enquanto o tacrolimus € um antibiético macrélido. Ambos os farmacos foram isolados
a partir de fungos e possuem efeitos inibidores semelhantes sobre células do sistema
imunitario [de Mare-Bredemeijer e Metselaar, 2012]. A forte componente
imunossupressora da ciclosporina, observada em ensaios prévios, levou a que fosse
testada em 1982 pela primeira vez num transplante [Starzl et al., 1981], sendo
aprovada em 1983 como agente terapéutico para a prevencdo da rejeicdo do enxerto
em transplante renal [Kahan, 1989]. O tacrolimus foi descoberto em 1984, comecando
a ser usado na transplantacdo na década de 90.

A utilizag&o clinica da CsA foi depois expandida para transplantes de coragao,
figado, pulméo, e transplantes de 6rgaos mdultiplos, bem como para o tratamento de
certas doengas auto-imunes, tais como a psoriase, a artrite reumatéide, o lapus

eritematoso sistémico, entre outras [Paziana et al., 2013].

1.1. Mecanismos de ac¢cao imunossupressora

Apesar da CsA e Tac diferirem na estrutura molecular e caracteristicas de
ligacdo intracelular, as propriedades imunossupressoras de ambas resultam da
inibicdo da calcineurina [Issa et al.,, 2013]. Tanto a ciclosporina como o tacrolimus
ligam-se a imunofilinas (ciclofilina e FK506-binding protein [FKBP], respectivamente),
formando um complexo que se liga a fosfatase calcineurina. Este complexo inibe a
desfosforilagdo catalizada pela calcineurina, permitindo a translocacdo do factor
nuclear das células T activadas (NFATc) para o nucleo. O NFATc é necessario para a
transcricdo da interleucina-2 (IL-2) e de outras citocinas associadas a diferenciacéo e

crescimento dos linfécitos T, como o factor de necrose tumoral alfa, a interleucina-3, a
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interleucina-4, o CD40L (membro da familia do receptor do factor de necrose tumoral),
o factor estimulante de células granuldcitas e macréfagos, e o interferdo gama
[Hancock et al., 2000]. Por fim, a producao da citocina pro-inflamatéria IL-2 é reduzida
e a proliferacdo dos linfécitos € inibida, resultando na reducdo da resposta imunitaria e

prevencédo da rejeicdo do enxerto (Figura 6).
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Figura 6. Vias de sinalizacdo da activagdo das células T e os 3 locais de bloqueio de
sinalizacdo. Adaptado de Kahan. (2003).
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A CsA provoca alguma supressdo da imunidade humoral, mas € sobretudo
eficaz contra mecanismos imunes dependentes das células T, como 0s subjacentes a
rejeicdo de transplantes. A ciclosporina também aumenta a expressao de TGF-8, um
potente inibidor da proliferacdo de células T estimulada pela IL-2 e formacdo de

linfécitos T citotoxicos.

1.2. Aspectos farmacocinéticos e farmacodinamicos da CsA e

implicagdes no equilibrio imunossupresséo - toxicidade

O facto de a CsA ter uma janela terapéutica muito estreita deve ser tido em
grande consideracdo no sentido de manter o equilibrio correcto entre a eficicia e a
toxicidade, o que normalmente é conseguido através da monitorizacao dos niveis do
farmaco dentro dos intervalos considerados mais seguros [Kershner e Fitzsimmons,
1996]. A CsA exibe elevada variabilidade inter- e intra-individual em termos
farmacocinéticos que resulta de varia¢cdes na sua absorcao, distribuicdo, metabolismo
e eliminagdo. A absorcao intestinal é variavel e influenciada pela ingestao de alimentos
e por aspectos étnicos. A CsA é distribuida principalmente apds ligacao aos eritrocitos,
mas também se encontra ligadas as proteinas plasmaticas. E principalmente
metabolizada no figado, pelas isoenzimas 3A presentes no sistema enzimatico
citocromo P450 e os seus metabolitos sdo principalmente eliminados na bilis, sendo
qgue menos de 5% é excretado na urina. A farmacocinética é largamente influenciada
por outros farmacos (por exemplo, os antibiéticos macrolidos, os bloqueadores dos
canais de calcio, os antifungicos, etc), bem como por polimorfismos genéticos em
enzimas do sistema CYP3A5 (discutidos abaixo).

As concentragbes minimas dos CNIs sdo rotineiramente verificadas, com o
intuito de ajustar a dose com a finalidade de evitar a nefrotoxicidade. Os niveis
sanguineos de ciclosporina sao estabelecidos por rotina apds 12 horas da toma (Cy).

No entanto, a correlagdo entre os niveis de C, e a exposi¢do total, medida em area
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sob a curva concentracdo-tempo (AUC das 0 as 12 horas), € relativamente parca em
informacdo. A medicdo dos niveis de CsA duas horas apds a administracdo (C,)
correlaciona-se mais estreitamente com a exposicdao [Canadian Neoral Renal
Transplantation Study Group, 2001; International Neoral Renal Transplantation Study
Group, 2002; Knight e Morris, 2007], mas o uso de C, na prética clinica de rotina é
complicada. Para além disso, ndo h& estudos conclusivos que mostrem o beneficio
significativo de medi¢Bes C, em relacdo ao Cy na prevencado da rejeicdo ou toxicidade
[Krejci et al., 2010].

Transportadores e enzimas metabolizadoras do farmaco podem causar maior
variabilidade interindividual na farmacocinética [Hesselink et al., 2010]. O transportador
de farmacos com ligacdo adenosina-trifosfato e proteina B1 (ABCB1), responséavel
pelo transporte de farmacos do citoplasma para a superficie da célula e em seguida
para 0 espaco extracelular, encontra-se mais proeminente na borda das células
epiteliais dos tubulos proximais dos rins humanos. Foi demonstrado que o gendtipo de
ABCB1 e a expressao da glicoproteina P em células epiteliais dos tabulos renais
determinam a susceptibilidade ao dano tubulointersticial crénico nos rins
transplantados [Naesens et al., 2009]. O ABCBL1 é sobrerregulado com a exposicao a
CsA, o0 que provavelmente serve como um mecanismo de proteccdo contra a
exposi¢do ao farmaco. Por outro lado, a menor expressdo de ABCB1 demonstrou ser
um factor de risco para as alteracdes histoldgicas crénicas em doentes transplantados
renais e tratados com inibidores da calcineurina sendo que, adicionalmente, a
expressdao intrarenal reduzida de CYP3A5 em biopsias renais pode ser um factor de
risco para desenvolvimento de nefrotoxicidade neste tipo de doentes [Joy et al., 2007,
Naesens et al., 2009]. Por outro lado, alguns estudos ndo conseguiram demonstrar
uma correlacdo entre a sobrevida do enxerto e o genétipo de ABCB1 ou a associa¢ao
do gendtipo CYP3A5 e nefrotoxicidade mediada por CNIs [Bandur et al., 2008;
Quteineh et al., 2008]. Em geral, e até ao momento, os dados disponiveis sobre este

assunto permanecem por deslindar.
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A monitorizacdo precisa dos niveis de CsA parece ndo ser suficiente para
impedir a nefrotoxicidade cronica. Uma das possiveis razbes é o facto de que em
alguns locais do enxerto renal a concentracdo de CsA ndo tem correspondéncia com
0s niveis sistémicos, sendo muito mais alta [lwasaki et al., 1998; Halloran et al., 1999].
Podder e colegas documentaram locais de maiores concentracdes de CsA
correlacionados significativamente com a reducdo da funcdo e o desenvolvimento
histologico de lesBes renais, com evidentes sinais de nefrotoxicidade [Podder et al.,
2001]. Outros estudos avaliaram a expresséo e funcdo da glicoproteina-P no tecido
renal e a sua associacdo a nefrotoxicidade. Este transportador € expresso na
membrana apical das células epiteliais tubulares e é a principal proteina responsavel
pela excrecdo de CsA [Saeki et al.,, 1993]. Demonstrou-se que a sobre-regulagcdo
induzida pela ciclosporina na glicoproteina- P € indirectamente proporcional a
incidéncia de arteriolar hialinése, fibrose intersticial e fibrose periglomerular [del Moral
et al., 1997]. Por outro lado, se a expressdo ou funcao desta proteina € reduzida
verifica-se uma acumulacdo de CsA no tecido renal. Foi descrito que um Unico
polimorfismo no nucleétido ABCB1 (MDR1) no rim do dador relacionado com a
presenca do alelo T na posicdo 3435, afecta a expressao e func¢éo da glicoproteina-P
e esta se associa com o desenvolvimento de nefrotoxicidade crénica induzida pela
CsA [Hauser et al., 2005].

Estudos destinados a avaliacéo dos efeitos bioldgicos dos metabolitos da CsA
concentraram-se principalmente nas suas caracteristicas imunossupressoras, muito
pouco se sabendo sobre os seus efeitos toxicos. Roby e colegas demonstraram num
modelo de rato que os niveis sanguineos de metabodlitos da CsA excedem
significativamente os niveis do farmaco e varios desses metabdélitos reduzem a taxa de
filtracdo glomerular e levam a vacuolizagdo tubular [Copeland et al., 1990; Roby e
Shaw, 1993]. Num estudo realizado em receptores de transplante de figado, detectou-
se uma associacao positiva entre a disfuncdo renal e os niveis de CsA e dos seus

metabolitos no sangue [Christians et al., 1991]. No entanto, os efeitos destes
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metabolitos na tubular funcdo e expressao de TGF-B, entre outros aspectos da
nefrotoxicidade induzida pela CsA, sé@o presentemente desconhecidos. Até ao
momento, o conhecimento da reactividade dos metabolitos da CsA € insuficiente para
atribuir um veredicto final sobre de que forma contribuem para o desenvolvimento da
nefrotoxicidade. Os estudos devem ser centralizados nas medi¢cdes dos niveis de CsA

e dos seus metabolitos, ndo somente no sangue mas também em tecido renal.

1.3. Principais efeitos secundérios da Ciclosporina A

Uma vez que a inibicdo da calcineurina pelos CNIs néo se limita as células do
sistema imunitario, estes agentes causam alteracdes toxicas para além dos efeitos
imunossupressores. Com efeito, os potenciais efeitos nefrotdéxicos dos CNIs parecem
poder derivar de mecanismos independentes da inibicdo da calcineurina e da
translocacéo do NFAT [Kung et al., 2001; Halloran et al., 1999; Issa et al., 2013].

A escolha entre o Tac e a CsA é em grande medida baseada nas preferéncias
dos centros de transplante face ao perfil de eficacia dos dois farmacos, bem como ao
perfil de seguranca [Issa et al., 2013].

Entre os principais efeitos secundarios da CsA estdo a hipertensao arterial e a
nefrotoxicidade. Face ao contexto desta dissertacao, sera abordado com maior detalhe
esta Ultima.

Enquanto a nefrotoxicidade aguda € um dado certo e adquirido da utilizag&o
dos CNIs, tem sido descrito nas Uultimas décadas que estes inibidores induzem
nefrotoxicidade crénica que contribui para a perda do enxerto a longo prazo. Esta
nefrotoxicidade caracteriza-se por uma deterioracdo progressiva e irreversivel da
funcdo renal, descrita pela presenca de fibrose intersticial, atrofia tubular, hialinése
arteriolar e glomeruloesclerose. Os mecanismos que levam a nefrotoxicidade crénica
dos CNIs tém sido abordados por diversos prismas, incluindo a nivel molecular,

farmacocinético e farmacogenético [Issa et al., 2013].
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A nefrotoxicidade é um das mais graves complicac6es da utilizacdo de CsA
[Gonwa et al., 2001]. Por exemplo, nos primeiros 5 anos, os doentes transplantados
hepaticos apresentam taxa de incidéncia de insuficiéncia renal cronica (IRC) elevada,
estimando-se que 18% desenvolvam este efeito secundario. A Infec¢céo por virus da
hepatite C, a diabetes mellitus e a hipertensdo sédo factores de risco independentes
para esta insuficiéncia renal [Ojo et al., 2003]. Para além disso, o risco de morte € pelo
menos quatro vezes maior em pacientes que desenvolvem faléncia renal cronica
[Flechner et al., 2007].

Para além da hipertensao arterial e da nefrotoxicidade, o uso terapéutico da
CsA esta associado a outros efeitos secundarios. O uso de prolongado dos inibidores
da calcineurina tem sido associado a um maior risco de desenvolver cancro de novo.
Um estudo de 2010, envolvendo 385 doentes transplantados, demonstrou 2,2 vezes
maior incidéncia de cancro de novo em comparagdo com a populacdo em geral. Mais
ainda, as incidéncias cumulativas em 1, 5, 10 e 15 anos apos o transplante de figado
foram de 2,9%, 10,5%, 19,4% e 33,6%, respectivamente [Tjon et al., 2010].
Adicionalmente, os CNIs estéo relacionados com o aparecimento de diabetes mellitus
apo6s o transplante (NODAT). Esta descrito que nos receptores de transplante de
figado o NODAT tem uma ocorréncia de 2,5% a 25%, e de 2% a 53% de todos os
transplantes de 6rgdos soélidos, incluindo o transplante renal [Montori et al., 2002;
Davidson et al., 2003]. A variagcédo na incidéncia pode ser em parte devido a falta de
um acordo universal sobre a definicdo de NODAT, a duracdo do acompanhamento
terapéutico, assim como a presenca de factores de risco modificaveis e nao
modificaveis. Foi verificado que a incidéncia de NODAT apds o transplante de figado é
maior nos tratamentos com tacrolimus do que com a CsA, ao fim de um ano. Porém,
outros factores podem influéncia o aparecimento de NODAT, como a idade, o peso, a

etnia, a historia familiar e a hepatite C [Bodziak, 2009].
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A utilizacdo da CsA estd ainda associada a outros efeitos, tais como a
hiperplasia gengival, o hirsutismo, a hiperlipidémia (aumento de colesterol LDL e de

triglicerideos) [Webster et al., 2005; Vincenti et al., 2007].

2. A nefrotoxicidade induzida pela ciclosporina: resenha

A utilizacao clinica de CsA esta frequentemente associada ao desenvolvimento
de nefrotoxicidade, que pode ser distinguida em aguda e cronica. A forma aguda é
induzida hemodinamicamente e a disfuncao renal é geralmente reversivel. Os efeitos
nefrotoxicos cronicos da CsA ja se encontram associados a alteracdes irreversiveis,
na forma de fibrose intersticial e atrofia tubular [Chapman e Nankivell, 2006]; estes
eventos sdo considerados como sendo causas significativas da disfuncéo tardia dos

rins transplantados.

2.1. A nefrotoxicidade aguda induzida pela CsA

A maior parte dos dados sobre nefrotoxicidade aguda referem-se a CsA, mas
acredita-se que os efeitos do tacrolimus sejam semelhantes. A nefrotoxicidade aguda
tem por base sobretudo efeitos vasculares, mas também podem ser detectadas
algumas alteracdes a nivel tubular e ainda, mas mais raramente, sintomatologia
semelhante ao sindrome hemolitico urémico - microangiopatia trombética (SHU-MAT).

Arteriolopatia aguda - A CsA induz vasoconstricdo da arteriola aferente,
causando um desequilibrio entre agentes vasoconstritores (como a endotelina e o
tromboxano) e vasodilatadores (como a prostaglandina E,, a prostaciclina, e o
monodxido de azoto) e activacao do sistema renina angiotensina [English et al., 1987;
Laskow et al., 1990; Burdmann et al., 1990; Textor et al., 1995; Bobadilla e Gamba,

2007]. A vasoconstricdo arteriolar induz uma diminuicdo aguda reversivel da funcéo
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renal, assim como disfuncdo tubular, também aguda e reversivel. A inibicdo da
sinalizag&o da calcineurina-NFAT pela CsA promove a expressdo da COX-2, que gera
vasoconstricao renal e também reducdo da taxa de filtracdo glomerular [Hocherl et al.,
2002; Hocherl et al., 2004]. Esta vasoconstricdo € dose-dependente e reversivel
[Andoh e Bennet, 1998; Mihatsch et al., 1998]. Os efeitos hemodindmicos agudos
resultantes da CsA estéo associados as les6es histomorfolégicas [Issa et al., 2013].

O sistema renina angiotensina (SRA) é activado por efeito directo da
ciclosporina nas células justaglomerulares [Kurtz et al., 1988] e indirectamente pela
inducdo de vasoconstricdo arteriolar renal, diminuicdo dos factores vasodilatadores e
aumento dos niveis de endotelina [Ruster e Wolf, 2006]. Para além disso, foi verificado
por Lijima e colegas (2000) que células das arteriolas aferentes produziam renina
como resultado da administragdo de CsA; esta activagdo do SRA intensifica as
alteracdes hemodinamicas, aumentando a produgéo de angiotensina Il. A ciclosporina
também causa aumento da formacao de radicais livres, incluindo de anido superoxido,
0 que reduz a biodisponibilidade de NO [Zhong et al., 1988; Diederich et al., 1994;
Navarro-Antolin et al., 2001]. Outro mecanismo pela qual a CsA contribui para a
vasoconstricdo renal é a alteragéo do equilibrio vasomotor por efeito dos metabolitos
do acido araquidonico (eicosandides) no sentido de um estado mais pro-
vasoconstritor. O promotor para a codificacdo do gene da COX-2 contém locais
especificos de ligacdo ao NFAT, que é considerado o principal estimulador da
expressdo da COX-2 [Sugimoto et al., 2001]. A inibicho de actividade da
calcineurina/NFAT reduz a expressdo da COX-2, o que leva a reducéo da producédo de
prostaglandina E,, que suporta a vasoconstrigcdo renal [Hocherl et al., 2002].

Tubulopatia toxica — A nefrotoxicidade aguda induzida pela CsA é
frequentemente acompanhada de vacuolizacdo do citoplasma tubular induzida pelo
alargamento do reticulo endoplasmatico e multiplicacdo dos lisossomas [Mihatsch et
al., 1985; Morozumi et al., 2004]. A vacuolizacdo pode ser resultado da isquemia

provocada pela vasoconstricdo; no entanto, a possibilidade de danos estruturais e
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alteracdo da funcdo do reticulo endoplasmatico pela inibicdo da calcineurina nas
células epiteliais tubulares ndo deve ser descartada. Neste contexto, tem sido
demonstrado que a CsA induz stresse no reticulo endoplasmético e estas alteracdes
funcionais podem estar associados e danos das células tubulares (e células
endoteliais) que contribuem para a diferenciacdo e morte celular por inducdo de
proteinas pré-apoptéticas [Pallet et al., 2008; Han et al., 2008; Pallet et al., 2008;
Bouvier et al., 2009]. Foi observado semelhante efeito com o tacrolimus em células
tubulares [Du et al., 2009].

Sindrome hemolitico urémico - microangiopatia trombaética (SHU-MAT) - A
administracdo de ciclosporina e tacrolimus (menos frequentemente), representa um
importante factor de risco para o desenvolvimento de sindrome hemolitico urémico -
microangiopatia trombdtica no pds-transplante, uma forma grave, mas felizmente uma
doenca vascular pouco frequente. Este sindrome é caracterizado patologicamente
pela ocorréncia em simultaneo de trombocitopenia (contagem de plaquetas inferior a
150.000/mm?), anemia com sinais de hemdlise microangiopética e leséo renal aguda
evidenciada por hematuria, proteindria ou aumento do nivel sérico de creatinina.
Podem também ocorrer disfungdes neuroldgicas e hipertensdo arterial, em diversos
graus. O termo MAT (microangiopatia tromboética) define exactamente uma lesdo
histolégica das arteriolas e capilares, que se caracteriza por engrossamento e
inflamagdo da parede vascular, despreendimento de células endoteliais,
preenchimento endotelial de proteinas e material de lise celular e presenca de trombos
de plaquetas, que vao obstruir os vasos. O principal mecanismo causador desta
patologia € a vasoconstricdo que leva a dano endotelial. A CsA induz hiper-agregacao
das plaquetas que contribui para a activacdo de factores pré-tromboticos [Franz et al.,
1998; Ponticelli, 2007]. No entanto, verificou-se que a eliminacdo da ciclosporina com
a conversao para tacrolimus ou a administracdo de sirolimus é geralmente uma
medida terapéutica suficiente [Oyen et al., 2006; Bren et al., 2005]. Em casos mais

graves, a plasmaferese, a administracdo de imunoglobulina intravenosa pode ser
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necessaria e, recentemente, o efeito aditivo de belatacept foi reportado como benéfico

[Ashman et al., 2009].

2.2. A nefrotoxicidade cronica induzida pela CsA

A nefrotoxicidade dependente da CsA depende da dose e do tempo de
exposi¢do, podendo causar mudancas reversiveis na hemodinamica renal e/ou levar
ao desenvolvimento de danos irreversiveis nas estruturas do parénquima. As
alteracdes morfoldgicas cronicas mais descritas séo hialinose arteriolar, atrofia tubular,
fibrose intersticial, espessamento/fibrose da capsula de Bowman e esclerose
glomerular [Randhawa et al., 1993; Williamns e Haragsim, 2006]. A etiologia destas
mudangas provavelmente envolve uma combinagdo de alteracdes hemodindmicas,
associadas a efeitos toxicos directos sobre as células epiteliais tubulares.

Arteriolopatia cronica - Um sinal caracteristico de toxicidade crénica
promovida pela CsA € a presenca de depdsitos hialinos irregulares focais ou circulares
na média das arteriolas aferentes (hialindése arteriolar), que substitui as células
musculares lisas necréticas. A causa desta lesao celular ainda ndo é clara, mas pode
estar relacionada com o importante papel da calcineurina-NFAT nas células do
musculo liso [Nieves-Cintron et al., 2007]. Se os depoésitos formados forem grandes
podem causar um estreitamento hemodindmico significativo do limen vascular com
consequente isquémia do tecido renal [Mihatsch et al., 1998]. A hialinése arteriolar
geralmente considerada uma lesdo irreversivel; contudo, foi descrita a regressao
completa de arteriolopatia grave induzida pela CsA apoés a sua retirada ou reducéo da
dose [Collins et al., 1992].

AlteracOes tubulointersticiais crénicas — A arteriolopatia e o estreitamento
do limen arteriolar podem também ser considerados como estando entre 0s principais
contribuintes para o desenvolvimento de fibrose intersticial e de atrofia tubular apés

terapéutica com CsA. Os radicais livres e as espécies reactivas de oxigénio
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produzidas sdo consequéncia da isquémia local, levando a apoptose celular e
consequente lesdo tubulointersticial [Zhong et al., 1988; Nieves-Cintron et al., 2007].
Um factor molecular significativamente envolvido na progressdo das alteracbes
intersticiais cronicas é o aumento na producdo de TGF-B (factor de crescimento
transformante beta). Este factor é estimulado, em parte, pela diminuicdo na libertacdo
de NO e também pelo aumento da concentracdo local de angiotensina Il [Shihab et al.,
2000; Pichler et al., 1995]. O TGF-B8 é um promotor do desenvolvimento da fibrose
intersticial, inibindo a sua degradacdo e aumentando a producdo de proteinas na
matriz extracelular pela inducao de transi¢do do epitélio mesenquimal [Feldman et al.,
2007; Hertig et al., 2008]. Para além disso, também esta envolvido na progresséo da
patologia vascular crénica no enxerto [Viklicky et al., 2003]. O papel do TGF-8 na
patogénese crénica é suportada pelo facto de o seu bloqueio — por intermédio de
anticorpos anti-TGF-8 — conduzir a uma melhoria morfoldgica da nefrotoxicidade e a
uma estabilizacdo da funcéo renal num modelo animal [Ling et al., 2003]. A activacdo
do SRA também contribui para a progressao das alteracdes tubulointersticiais
cronicas. Para além do seu efeito directo na hemodinamica que leva a estimulacao da
secrecdo de aldosterona, o que conduz a um agravamento na fibrose intersticial pelo
aumento da producdo de TGF-B, promove a producdo de espécies reactivas de
oxigeénio e inibicdo da degradacéo da matriz extracelular [Remuzzi et al, 2008].
Alteragdes glomerulares crénicas — As lesdes glomerulares crénicas
associadas ao tratamento com a CsA ocorrem como resultado de isquemia glomerular
devido a hialinése arteriolar grave [Nankivell et al., 2003]. A esclerose glomerular
global é a patologia mais comum, mas também ocorrem alteracbes fibrosas
segmentares e focais causadas por hiperfiltracdo residual do glomérulo [Nankivell et
al., 2004; Woolley et al., 1988]. Os disturbios na homeostasia de ibes, como a
hipercalcemia, a hipomagnesemia, a hiperuricemia e a acidose metabdlica
hiperclorémica, ocorrem frequentemente como consequéncia de uma funcao tubular

deficiente [Heering e Grabensee, 1991]. A hipercalcemia provocada pela inibicdo da

cgereno,l(;wé (2011, ) 34




INTRODUGCAO
Capitulo Il — A nefrotoxicidade induzida pelos inibidores da calcineurina

calcineurina refere-se em parte aos efeitos inibitérios sobre a Na’-K* ATPase nos
tubulos colectores e a diminuicdo do numero de receptores mineralocorticoide e
acidose tubular distal [Lea et al., 1994; Younes-lbrahim et al., 2003; Heering et al.,
2004]. A ciclosporina também tem um efeito significativo sobre o metabolismo do
magnésio. A diminuicdo da reabsorcdo de magnésio devido a reducdo de expressao
da paracelina-1 nas células da membrana ascendente da ansa de henle, muitas vezes
leva a hipomagnesemia grave, aumentando a possibilidade de desenvolvimento de
fibrose intersticial crénica. Para além disso, a CsA é também um das principais causas
de aparecimento de hiperuricemia no pdés-transplante devido ao seu efeito inibidor
sobre a secrecao tubular de acido arico [Clive, 2000; Miura et al., 2002; Chang et al.,

2007; Alexander et al., 2008].

3. Estratégias para minimizacdo da nefrotoxicidade induzida

pela Ciclosporina A

A estratégia de manter o enxerto renal por um periodo cada vez longo é uma
batalha que ainda ndo esta ganha pela comunidade médica e cientifica.

O reconhecimento da existéncia e gravidade da nefrotoxicidade induzida pela
CsA fez emergir a necessidade de adopcao de medidas terapéuticas que visem a sua
prevencdo, o atraso no aparecimento ou a minimizacdo. De entre as medidas
terapéuticas devemos distinguir as que se centram em alteracdes dos protocolos de
imunossupressao e as que abordam a propria nefrotoxicidade com farmacos
potencialmente renoprotectores. Neste ultimo plano incluem-se varios farmacos que
tém vindo a ser empregues pelo seu potencial renoprotector e/ou vasodilatador/anti-
hipertensor, incluindo bloqueadores dos cabais de calcio, inibidores da enzima de
conversdo da angiotensina, vasodilatadores, dadores de NO, entre outros.

Considerando o contexto especifico deste trabalho, dar-se-4 destaque as estratégias
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relacionadas com as alteracbes dos protocolos de imunossupresséo, focando 3
principais: 1 - evitar a utilizagéo de CsA; 2 - reducdo da dose de CsA e 3 - Conversao
para outros agentes imunossupressores, abordando sobretudo os inibidores da

mTOR.

3.1. Protocolo de imunossupressdo sem uso de CNIs

Evitar os CNIs é a omissdo completa destes farmacos num novo regime de
imunossupressado de manutengdo, enquanto minimizacdo dos CNIs refere-se doses
reduzidas destes farmacos de forma a limitar a sua nefrotoxicidade. Em 2006, Webster
e colegas publicaram uma meta-analise em que avaliaram os inibidores da mTOR vs
CNIs de novo em casos de transplante renal [Webster et al., 2006]. Um ano apés o
transplante, os niveis de creatinina foram significativamente menores nos pacientes
tratados com mTORI. Outra meta-andlise (Flechner et al., 2008) analisou a taxa de
filtracdo glomerular de 2 anos em doentes transplantados renais que receberam
imunossupressao, quer com base no SRL ou com base em CNIs: houve um beneficio
significativo em relacdo a TFG (14,94 mL/min) nos que receberam imunossupressao
de base com SRL.

No entanto, outros estudos com protocolos livres de CNIs ndo mostram
melhoras nos resultados de enxerto. O estudo ELITE-Symphony foi concebido para
comparar a ndo utilizagdo de CNIs e estratégias de minimizacdo em doentes
distribuidos por 4 grupos: baixa dose SRL, baixa dose de Tacrolimus, baixa dose de
CsA e dose padréo de CsA [Ekberg et al., 2007]. A funcdo do enxerto renal melhorou e
as biépsias comprovaram existirem taxas de rejeicdo aguda significativamente
menores no grupo de baixa dose de Tac em comparacdo com 0S outros grupos de
tratamento. Para além disso, a sobrevida do enxerto foi maior com uma baixa dose de
Tac em comparacdo com a dose padrdo de CsA e uma dose baixa de SRL. Evitar os

CNIs com baixa dose de SRL ndo mostrou melhoras na funcdo renal, sendo que a
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taxa de rejeicdo aguda, comprovada por bidpsia, e a sobrevida do enxerto, foram
significativamente piores do que com a baixa dose de Tac. Outros ensaios também
demonstraram que o0s protocolos em se evitou o uso de CNIs ndo conferiram
vantagens na TFG ou na histologia do enxerto, em doentes tratados com SRL [Larson
et al., 2006; Dean et al., 2008]. Num estudo randomizado, Larson e colegas (2006)
testaram dois protocolos completamente livres de CsA (SRL-MMF-prednisona em 81
pacientes) para outro inibidor da calcineurina (Tac-MMF-prednisona em 83 pacientes)
como imunossupressdo de manutencéo, durante 33 meses. No 1° ano a sobrevida do
enxerto foi idéntica nos dois grupos (P=0,95). Adicionalmente, também ndo se
verificou diferenca na taxa de filtracdo glomerular entre os grupos Tac e SRL do 1°
para o 2° ano. Curiosamente, houve diferencas tubulares, ou glomerulares durante
este ano, pela classificagdo de Banff.

No Estudo Orion, Flechner e seus colegas (2011), dividiram os doentes em 3
grupos: SRL-Tac seguido de eliminagcédo Tac as 13 semanas, SRL-MMF e Tac-MMF. O
grupo SRL-MMF teve alta taxa de rejeicdo aguda comprovada por bidpsia e foi
descontinuado. Os regimes tendo como base o SRL foram associados a piores
resultados em doentes transplantados renais.

E importante destacar que os doentes dos estudos de Larson e de Flechner
apresentavam baixo risco imunoldgico e dai serem medicados com SRL e MMF.
Contudo, nestes protocolos livres de CNIs, esta avaliacao esta sempre dependente do
tipo de populagédo. Na verdade, quando os regimes livres de CNIs sdo usados no
contexto de populacdo de maior risco, as taxas de rejeicdo e de tolerabilidade foram
mais baixas com aqueles imunossupressores e regimes com CNIs evidenciaram maior
sucesso [Srinivas et al.,, 2007]. Na verdade, Srinivas e colegas verificaram que a
sobrevida do enxerto que proveio de doador falecido foi significativamente menor com
o tratamento SRL-MMF, em comparacéo aos doentes com terapia Tac-MMF ou CsA-

MMF, apds 5 anos de transplante (64, 78 e 78%, respectivamente, P=0,001).
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3.2. Reducéo dadose

A manutencao da imunossupressdo com inibidores da calcineurina por longos
periodos, mesmo que em baixas doses, levam ao continuo desenvolvimento da
nefrotoxicidade. Evidéncias histologicas de lesbes tubulointersticiais e glomerulares
foram verificadas como irreversiveis, apesar da diminuicao da dose de CNI, e levou ao
declinio da funcéo renal e do enxerto. A nefrotoxidade ao fim de 10 anos € um dado
universal, independentemente das lesdes iniciais [Flechner et al., 2008]. Em suma, a
nefrotoxicidade no transplante renal € uma preocupacgéo significativa e parece ser
progressiva ao longo do tempo quando a exposi¢do aos CNIs é mantida, mesmo que
haja reducédo da dose.

No estudo “Reference” foi avaliada a reducdo da dose de CsA, continuando
com o MMF e a prednisona. Neste estudo, a redugdo da CsA em 50% conduziu a um
aumento na depuracdo da creatinina em cerca de 11%, durante os primeiros 2 anos
de investigacdo. Nao houve episodios de rejeicdo aguda comprovada por bidpsia
[Frimat et al., 2006].

No ensaio CAESAR [Ekberg et al., 2007] foram avaliadas as estratégias de
minimizacdo e retirada do CNI por randomizacdo de doentes em 3 grupos: baixas
doses de CsA, CsA baixa dose com retirada antecipada, e dose padrdo de CsA. A
fungcéo do enxerto renal foi semelhante nos 3 grupos. No entanto, a taxa de rejeicdo
aguda, comprovada por bidpsia, foi mais elevada no grupo de retirada de CsA, mas
ndo no grupo de baixa dose, acrescentando mais evidéncias praticas para a cautela,
mesmo com a eliminagdo precoce do CNI. De notar que a maioria dos estudos com
minimizagdo da utilizagdo de CNIs teve acompanhamento a curto prazo e, mais
importante, tinha falta de dados de biopsias protocolares; por conseguinte, a
quantificagdo da toxicidade histoldégica do CNI permanece indefinida (particularmente
no que se refere a longo prazo). Os CNIs permanecem a espinha dorsal de

imunossupressao actual e tém sido associados com excelente taxas de sobrevivéncia
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do enxerto, apesar dos padroes de mudanc¢a nos regimes imunossupressores e 0 uUso

de rim proveniente de dadores de maior risco.

3.3. Converséao para outros agentes imunossupressores

A retirada dos CNIs e substituicdo por SRL foi avaliada por varios estudos, com
um misto de resultados. Os principais ensaios foram o estudo CONCEPT [Lebranchu
et al.,, 2009], o estudo Spare-the-Nephron [Waid et al., 2011] e estudo CONVERT
[Schena et al., 2009]. Na realidade, houve uma melhoria da fung&o do enxerto renal no
grupo de retirada do CNI, em contraste com os ensaios CONCEPT e Spare-the-
Nephron, que ndo mostraram melhorias significativas na funcdo do enxerto renal apds
2 anos de conversdo para SRL. No entanto, a retirada de CNI tardia no estudo
CONCEPT foi realmente prejudicial nos destinatarios com proteintria. Para além
disso, o estudo complementar p6s-CONCEPT revelou que os resultados da conversao
de CsA para SRL aos 3 meses pos-transplante do estudo CONCEPT foram mantidos
[Lebranchu et al., 2011]. No entanto, havia mais proteinaria e diabetes mellitus de
novo com o uso de SRL. No ensaio CONVERT, a retirada tardia do CNI né&o
apresentou diferencas significativas de resultados em termos de seguranca primaria.
No entanto, Mota e colegas (2004) apresentaram um estudo de retirada da
ciclosporina precocemente em que os doentes apresentaram melhor funcdo renal,
confirmado por diagndstico histolégico 3 anos apds o transplante renal.

Estes dados gerais serdo abordados em maior detalhe no capitulo Il1.
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1. Mecanismo de accao, aspectos farmacodinamicos e

farmacocinéticos dos inibidores da mTOR

A rapamicina, também conhecida na pratica clinica como sirolimus (SRL), foi
isolada e identificada como um potente metabolito antifungico. Este macrolido,
produzido pela Streptomyces hygroscopicus, inibe a proliferagdo celular e exibe
actividade anticancerigena e imunossupressora [Wullschleger et al., 2006], devido a
inibicdo do alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR). A proteina mTOR é um
membro da familia de cinase do inositol-3-fosfato que desempenha um papel
fundamental na integracdo de diferentes sinais bioquimicos e de factores de
crescimento, incluindo aminoacidos, glicose, ATP e insulina [Dann et al., 2007]. Em
1999, o SRL foi aprovado pela FDA para a prevencdo da rejeicdo do enxerto renal
[Miller, 1999]. Posteriormente, através da modificacdo da estrutura da rapamicina,
nomeadamente da adicdo de um éster, um éter, ou um grupo fosfonato, surgiram 3
analogos, o tensirolimus, o everolimus, e o deferolimus, respectivamente (Figura 7). O
SRL e o everolimus sao utilizados principalmente como medicamentos
imunossupressores no transplante, ainda que a possibilidade destes agentes
inibidores da mTOR poderem actuar como anticancerigenos também esteja a ser

testada, sendo que o tensirolimus é o mais promissor neste contexto.

R=

e H- . Sirolimus

® HO- ., Everolimus

Figura 7. Estrutura quimica dos inibidores da mTOR: sirolimus e everolimus. Retirado de
Kawahara et al. (2011).
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A mTOR é uma proteina chave de sinalizacdo envolvidas em diversas funcbes
celulares, incluindo o metabolismo, o crescimento, a sobrevivéncia, o envelhecimento,
a plasticidade sinaptica e a memoria celular. A inibicdo da mTOR ocorre apés ligacédo
da rapamicina a proteina FKBP12, bloqueando a progresséo do ciclo celular da fase
G1 para a S e causando a inibicdo da proliferacao das células T [Halloran, 2004].

Como mostrado na Figura 8, a via da mTOR € activada por uma série de
diferentes classes de estimulos. Ha pelo menos dois complexos distintos da mTOR, o
complexo mMTOR 1 (MTORC1) e o complexo mTOR 2 (mMTORC2), que tém funcdes e
relacdes distintas com os mediadores seguintes [Weichhart e Sdemann, 2009; Zoncu
et al., 2011]. Sinais provenientes de factores de crescimento (como a insulina ou o
factor de crescimento semelhante a insulina -1 (IGF-1)), citocinas pro-estimuladoras,
receptores Toll-like (TLR), niveis de energia celulares, hipoxia, stresse celular e danos
no ADN, determinam a actividade do mTORC1 [Kawahara et al., 2011]. Estes sinais
medeiam os seus efeitos através do complexo TSC1-TSC2, que é o principal
regulador negativo do mTORC1. Uma vez activado, 0o mTORC1 promove a tradugdo
do ARNm, estimulando a S6 cinase (S6K1) e inibindo a iniciacdo da traducédo
eucarittica de ligagédo a proteina factor 1 (EIF4EBP1). Por outro lado, 0o mTORC2 né&o
é inibido directamente pela rapamicina, embora a administracéo de rapamicina a longo
prazo perturbe a sua dinamica em algumas células. O mTORC2 regula a dindmica da
actina no citoesqueleto através da proteina cinase C (PKC) (Figura 8).

Para além dos efeitos reguladores da mTOR na divisdo celular, foi
demonstrado recentemente que a mTOR também afecta o sistema de imunidade inata
[Sdemann et al., 2009]. A inibicio da mTOR promove a inibicdo de citocinas anti-
inflamatorias, tais como a IL-10, e aumenta a apresentacdo de antigénio (complexo
MHC) através da autofagia de mondcitos/macrofagos e células dendriticas. Para além
disso, a mTOR regula a producéo de interferdo tipo 1 e a expressao de receptores de

quimiocinas. Os inibidores da mTOR também bloqueiam a progresséao do ciclo celular
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da fase G1 para a S nas células Natural killer (NK), mas ndo afecta a producédo de

interferon-y nas linhas celulares primérias de NK [Thomson et al., 2009].

Factores de
crescimento

FKBP12

Sirolimus
Everolimus

Sintese de
lipidos

Figura 8. Vias de sinalizagdo da mTOR e respectivas actividades e inibicdes. Adaptado de
Kawahara et al. (2011).

A inibicdo da imunidade inata pelos inibidores da mMTOR (mTORI) afecta a
imunidade adaptativa via moléculas co-estimuladores e produtores de citocinas. Os
MTORI provocam uma ligeira diminuicdo do timo, que esta associada a diminuigdo na
producéo de células T [Thomson et al., 2009], pelo bloqueio do ciclo celular da fase G1
para a fase S, mesmo estimulados os linfécitos T pela IL-2. A rapamicina diminui
fortemente a proliferacéo de células T CD4", embora n&o altere a proporcéo de células
T CD4" positivas individuais que regulam positivamente a expressdo FOXP3 no timo
[Saemann et al., 2009; Thomson et al., 2009]. Adicionalmente, células T CD4" com um

défice de mTOR diferenciam-se em células T reguladoras FOXP3" (Tregs) apos a
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estimulacdo, em comparac¢do com as células T nativas. A diferenciacdo em células T
auxiliadoras-1 (Th1), Th2 ou Th17 é severamente inibida em células T CD4", que ndo
expressam a mTOR [Delgoffe et al., 2009].

Apbés administragdo oral, a rapamicina €é absorvida rapidamente. A
concentracdo maxima no plasma (C..x) € atingida em 1 hora com a administracdo de
uma dose Unica em individuos saudaveis e 2 em horas (tna) €m doentes com
transplante renal que receberam doses mudltiplas [Zimmerman e Kahan, 1997;
MacDonald et al., 2000]. A administracdo concomitante com alimentos gordurosos
diminui a taxa de absorcao; desta maneira 0 (Cax) diminuiu 34%, 0 th.x € aumentado
3,5 vezes e a area sob a curva de concentracdo plasméatica (AUC) também aumenta
35% em comparacdo com os valores obtidos em jejum [Zimmerman et al., 1999]. O
tempo de meia vida do SRL é de aproximadamente 60h e é eliminado pelo figado
através do sistema citocromo microssomal P450-3A4 que, coincidentemente, é a
mesma via metabolica utilizada para a metabolizacdo da ciclosporina. Os farmacos
que inibem ou competem com a actividade do sistema citocromo P450 podem
significativamente prejudicar a acgao de ambos e levar a um significativo aumento das
concentragdes sanguineas [Everson, 2006]. A concentracdo de SRL atinge o seu
estado estacionario ao fim de 5-7 dias de administragdo. Pode ser administrado com
agua ou sumo de fruta, excluindo sumo de toranja, pois pode alterar o metabolismo
intestinal mediada pelo citocromo P450 3A4 (CYP 3A4) [Zimmerman e Kahan, 1997,
Zimmerman et al.,, 1999; MacDonald et al., 2000]. O sirolimus sofre metabolismo
oxidativo extenso no figado, com reac¢cfes de desmetilacédo e de hidroxilagdo. Grande
parte dos seus metabolitos tem uma semelhanga com a molécula original, pelo que
estes conservam parcialmente a actividade da molécula original [Leung et al., 1996].

O sirolimus é largamente distribuido nos elementos sanguineos e a fracgéo
livre no plasma é de cerca de 8%. Nos seres humanos esta principalmente ligado a
albumina do soro (97%), a glicoproteina-a1 acida e as lipoproteinas [MacDonald et al,

2000].
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Relativamente a eliminacdo, apds administracdo de uma dose Unica de
sirolimus marcado com **C, em individuos saudaveis, a maioria da radioactividade foi

recuperada nas fezes (+ 91,1%) e apenas aproximadamente 2,2% na urina.

2. Efeitos secundarios do Sirolimus

Uma revisdo retrospectiva de eventos adversos associados ao SRL em 175
pacientes demonstrou edema bilateral da perna (57,1%), dislipidemia (44%), dermatite
(25,3%), ulceras orais (24,2%), dor nas articulagdes (23%), derrame pleural (16,5%),
aumento da circunferéncia abdominal (5,5%), edema geral (5,5%), efusdo pericardica
(5,5%), edema facial (2,2%) e edema das extremidades superiores (1,3%)
[Montalbano et al., 2004].

Uma analise retrospectiva em 240 doentes com transplante hepatico mostrou
efeitos adversos semelhantes com o EVL [Saliba et al., 2011]. A contagem média de
glébulos brancos diminuiu significativamente e o0s niveis de triglicerideos e de
colesterol total aumentaram de forma significativa. O principal evento adverso foi a
dislipidemia, a qual foi controlada através da reducédo da dose e adicdo de uma
estatina [Bilbao et al., 2009].

Em doentes transplantados renais, a cicatrizacdo de feridas e complicagcbes
pés-transplante foram abordados por Dean et al. (2004), num estudo prospectivo que
comparou as taxas de complicacbes de cicatrizacdo em dois protocolos de
imunossupressado: SRL/IMMF/CsA (n=64) vs Tac/MMF/CsA (n=59). A incidéncia de
complicacbes foi de 8% no grupo Tac e 47% no grupo SRL (P<0,0001). A
percentagem de infeccbes em feridas superficiais e de hérnias incisionais foi
significativamente maior no grupo SRL [Dean et al., 2004]. Num outro estudo,
envolvendo 158 doentes com transplante renal, foram observados resultados idénticos

[Valente et al., 2003].
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Simon et al. (2004) conduziram um estudo em receptores de transplante renal
a partir de um doador falecido (n=8319) para avaliar se a utlizacdo de
imunossupressao baseada em SRL estava associada ao desenvolvimento de atraso
na funcéo do enxerto (AFE) [Simon et al., 2004]. Do total da populagdo em estudo, 361
pacientes receberam SRL, dos quais 98 (27,1%) apresentaram AFE, em comparacao
com o0s 22,5% obtidos em doentes que ndo receberam SRL. Nas andlises
multivariadas, o SRL foi associado a um aumento do risco de AFE. McTaggart et al.
(2004) relataram resultados semelhantes.

Mahé e colegas (2005) realizaram uma avaliacdo sistematica em pele,
mucosas, unhas e cabelos de 80 individuos que tinham sido sujeitos a transplante
renal e estavam sob terapéutica imunossupressora a base de SRL, e encontraram
doencas de pele frequentes nessa populagdo. Setenta e nove doentes (99%)
apresentaram eventos cutaneos adversos.

A ulceracao aftosa € um efeito colateral relativamente comum ao SRL [Mahé et
al., 2005]. Estas lesdes das mucosas orais sao muitas vezes dolorosas e debilitantes,
e levam a uma reducdo da dose ou a descontinuacdo do SRL num numero
consideravel de doentes. No entanto, Chuang e colegas (2007) relataram que a
aplicacdo directa de clobetasol (esterdide) levou a répida resolucdo das Ulceras
aftosas que se desenvolveram em doentes com transplante renal sob terapéutica
imunossupressora baseada no uso de SRL.

Augustine e colegas (2008) estudaram a prevaléncia de anemia e eritrécitose
no pés-transplante renal ou de pancreas em 214 doentes tratados com SRL (n=87) ou
MMF (n=127). Aos 12 meses, a prevaléncia de anemia foi de 31% com MMF e 57%
com SRL (p <0,001). O SRL apareceu significativamente correlacionado com a
diminuicdo da hemoglobina em todos os doentes e em doentes sem eritrocitose. Os
mesmos autores relataram recentemente que a conversédo de SRL para micofenolato
de sodio levou a um aumento dos niveis de hemoglobina e uma diminuicdo da

resisténcia a eritropoietina em receptores de transplante renal estaveis. O aumento na
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hemoglobina pareceu ser independente da mudanca da funcéo renal ou alteracdes na
sequestracao de ferro [Augustine et al., 2008]. Por sua vez, Maiorano e colegas (2006)
sugeriram que a anemia induzida pelo SRL é independente do efeito anti-proliferativo
do farmaco e ndo apresenta caracteristicas de anemia inflamatéria. Isto pode ser
devido a influéncia directa do SRL na homeostasia do ferro. Finalmente, Kim e colegas
(2006) mostraram percentagem superior de microcitose eritrocitaria sem anemia
persistente em doentes transplantados renais tratados com SRL-MMF em comparacao
com os tratados com CsA-MMF.

Aboujaoude e colegas (2008) foram os primeiros a descrever trés casos de
linfodema resolvido ou melhorado com a descontinuacdo de SRL. Desde entdo, outros
casos foram relatados [Desai et al, 2009]. Reconhece-se que esta associagdo pode
levar a interrupgéo precoce de SRL.

A pneumonite intersticial € um efeito colateral do SRL ainda mal definido
[Haydar et al., 2004]. Champion e colegas (2006) descreveram 24 doentes
transplantados renais que desenvolveram pneumonia associada ao SRL. Os sintomas
clinicos incluiram tosse, fadiga, febre e dispneia. O contetdo broncoalveolar mostrou
alveolite linfocitica (19 doentes), eosinofilica (3 doentes) ou hemorragia pulmonar (2
doentes). A reducdo da dose de SRL resultou em melhorias clinicas de forma
transitéria em 2 doentes, mas a descontinuacdo da terapéutica foi eventualmente
necessaria em todos os doentes, tendo recuperado completamente em 6 meses.

O impacto do SRL nas gbénadas em doentes do sexo masculino foi
recentemente revisto [Huyghe et al., 2007]. Verificou-se que os valores de testosterona
foram significativamente mais baixos em 28 doentes tratados com SRL em
comparagdo com 28 controlos ndo tratados com o farmaco. Para além disso, estes
doentes apresentaram concentracdes de testosterona que estavam abaixo dos valores
normais de referéncia para os homens. Em contraste, as concentra¢cdes da hormona
foliculo-estimulante (FSH) e de hormona luteinica (LH) foram maiores, enquanto os

niveis de prolactina permaneceram iguais. Isto sugeriu uma relacdo do SRL com a
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supressdo de testosterona [Fritsche et al.,, 2004]. Zuber e seus colegas (2008)
descobriram que o SRL estd associado a um prejuizo da espermatogénese e, como
corolario, pode reduzir a fertilidade masculina. Portanto, os doentes tratados com SRL
durante todo o periodo pés-transplante tiveram uma contagem total de
espermatozoides significativamente reduzida em comparacdo com doentes que ndo
receberam SRL, tendo ainda diminuido significativamente a propor¢cdo de
espermatozoéides moveis. Para além disso, a taxa de gravidez foi significativamente
reduzida em doentes que receberam imunossupressdo baseada em SRL. De seis
doentes a quem o tratamento de SRL foi interrompido, apenas 3 apresentaram uma
significativa melhoria nos parametros de esperma.

Kasiske e seus colegas (2008) conduziram uma revisdo sistematica de 17
ensaios clinicos randomizados que estudaram os niveis de colesterol e de
triglicerideos em transplantados renais sujeitos a regimes imunossupressores com
(versus sem) inibidores da mTOR. Todos os estudos, excepto um, relataram niveis
mais elevados de colesterol e de triglicerideos, ou um aumento na prevaléncia de
tratamento com agentes que diminuem a concentracdo de lipidos. Aproximadamente
60% dos doentes tratados com mTORI receberam agentes hipolipemiantes (duas
vezes maior do que os controlos). Parecia haver pouca diferenca entre a dislipidemia
causada pelo SRL (14 ensaios). Dos 4 ensaios que avaliam as lipoproteinas, verificou-
se que pelo menos parte do aumento no colesterol total com mTORI era devido ao
aumento da lipoproteina de baixa densidade. Na auséncia de ensaios clinicos
especificos, esta dislipidemia deve ser gerida da mesma forma a dos doentes néo
transplantados de alto risco de desenvolver doenca cardiovascular.

Teutonico e colegas (2005) investigaram os efeitos do SRL no metabolismo
dos hidratos de carbono e verificaram que tanto a sensibilidade como a resposta a
insulina diminuiram com esta terapéutica. De acordo com esses dados, outro estudo
comparou diferentes combinacfes de terapias (Tac+SRL, Tac+MMF e CsA+SRL). A

incidéncia de aparecimento de pré-diabetes depois do transplante (NODAT) foi
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significativamente mais baixa no grupo sem SRL em compara¢do com 0S grupos que
continham administracao de SRL [Ciancio et al., 2006]. As principais caracteristicas do
NODAT sdo semelhantes a diabetes tipo 2, ou seja, diminuicdo da secrecdo de
insulina e resisténcia periférica a insulina [Hagen, 2003; Hur et al., 2007]. A
hiperglicemia ocorre devido ao desequilibrio entre a producdo de insulina pelas
células-B e a libertacdo de insulina para o tecido alvo [Chow et al., 2008]. O
diagndstico de NODAT baseia-se nos critérios da American Diabetes Association para
o diagnostico de diabetes tipo 2 [ADA, 2004; Chow e Li, 2008; Markell, 2004], tal como
aprovado pelas guidelines internacionais [Davidson et al., 2003]. No entanto, alguns
factores que levam ao aparecimento de NODAT podem estar ja presentes antes do
transplante. De facto, alguns doentes que eventualmente desenvolveram NODAT
tinham anteriormente intolerancia a glicose ou resisténcia a insulina [Chow e Li, 2008].
Acredita-se que os principais factores de risco para o desenvolvimento de NODAT séo
a histéria familiar de diabetes, a predisposicdo genética, o0 transplante, a
hipertrigliceridemia, a obesidade, a idade avancada do receptor do transplante e a
etnia [Montori et al., 2002; Vincenti et al., 2007; Luan et al., 2008; Guerra et al., 2012].
Os CNIs tém sido implicados como a principal causa de disfungéo renal no pés-
transplante. A utilizacdo dos inibidores da mTOR podera minimizar a doenca renal
cronica pds-transplante, apesar do conhecimento existente ser ainda insuficiente.
Contudo, sabe-se que 0 aparecimento da proteindria de novo associado ao SRL € um
dos aspectos negativos e preocupantes da utilizacdo deste farmaco nos doentes
transplantados [Stephany et al., 2006; Neau-Cransac et al., 2009]. Os resultados de
experiéncias com animais [Daniel et al., 2005; Vogelbacher et al., 2007] e os estudos
clinicos [Dittrich et al., 2004; Marti e Frey, 2005; Letavernier et al., 2005; Fervenza,
2004] sugerem que a presenca de nefropatia crénica ou insuficiéncia renal pode
aumentar o risco dos efeitos adversos do SRL e que a inibicdo do factor de
crescimento de células endoteliais vasculares (VEGF) é importante para esses efeitos.

Trabalhos recentes tém descrito um aumento da proteindria em alguns doentes com
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transplante renal com conversdo de CNI para SRL. Estes estudos sugerem que a
proteindria aumenta principalmente em doentes com proteindria prévia ou naqueles
gue tém lesdes glomerulares avancadas. No entanto, alguns doentes tinham
proteindria minima no inicio do estudo e, posteriormente, desenvolveram proteinuria
nefrética [Bumbea et al., 2005; Letavernier et al., 2005; Saurina et al., 2006; Ruiz et al.,
2006; van den Akkher et al., 2006; Tomlanovich et al.,, 2007]. Alguns estudos
descrevem o aparecimento de lesdes glomerulares de novo, bem como, em alguns
casos, lesdes de novo segmentares e focais similares a glomeruloesclerose [Bumbea
et al., 2005; Skhiri et al., 2005]. Apesar dos mecanismos subjacentes ao
desenvolvimento de proteindria continuarem por elucidar, Letavernier e colegas (2007)
apresentaram dados envolvendo a desregulagdo dos poddcitos. Recentemente, num
modelo animal em que a proteina mTOR se encontrava suprimida, verificou-se uma
acumulacdo de vesiculas autolisossomicas nos poddécitos que potenciavam o
aparecimento de proteinuria [Cina et al., 2012] e a reducédo da actividade da AKT,
afectando assim o citoesqueleto do poddcito [Vassiliadis et al., 2011]. Para além disso,
a nivel tubulointersticial, a inibichio de mTOR usando rapamicina tem um papel no
transporte de proteina, reduzindo a reabsorcao tubular, o que contribui para o0 aumento

dos niveis urinarios [Straathof-Galema et al., 2006].

3. Substituicao da Ciclosporina A por Sirolimus

Desde o aparecimento do SRL que uma questédo-chave se colocou: poderdo os
inibidores da mTOR substituirem os inibidores da calcineurina num processo de
manutencdo da imunossupressdo em doentes transplantados renais, assegurando a
necessaria capacidade de prevencdo da rejeicdo do enxerto e reduzindo a
nefrotoxicidade? Varios estudos ao longo da ultima década comparam os inibidores da

MTOR com os inibidores da calcineurina. Contudo, sdo ainda escassos 0s estudos, e
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insuficientes os dados, relativos a substituicdo de CsA por SRL, sobretudo a longo
termo. No capitulo anterior, abordaram-se as principais estratégias para minimizar a
nefrotoxicidade induzida pela CsA, com especial destaque para protocolos sem 0 uso
de CNiIs e de reducéo da dose. Nesta seccéo, descreve-se o principal protocolo, que
consiste ha substituicdo dos CNIs por inibidores da mTOR.

O primeiro estudo sobre a substituicdo precoce dos CNIs com rapamicina em
regime de manutencao foi o Rapamune Maintenance Regimen (RMR). Este estudo
incluiu 525 doentes transplantados renais, que receberam esterbides, CsA e SRL nos
primeiros 3 meses apos o transplante [Kreis et al., 2004]. Aos 3 meses + 2 semanas,
215 doentes, escolhidos aleatoriamente, foram mantidos com a mesma
imunossupressao tripla, enquanto nos restantes doentes foi retirada a CsA. Os
resultados ao fim de 3 anos mostraram que a TFG foi significativamente melhor com o
SRL (47,3 vs 59,4 ml/min, p <0,001). Estes dados foram acompanhados por uma
tendéncia para uma melhor sobrevida do enxerto no grupo de SRL, apesar de um
maior nimero de rejeicbes agudas verificadas por biopsia. Ao fim de 4 anos, a TFG e
a presséo arterial média foram também melhores com o SRL, sendo que a funcdo do
enxerto no grupo SRL foi acompanhada por uma melhor avaliagéo histologica [Mota et
al., 2004; Oberbauer et al., 2005]. No protocolo de biopsias foi avaliado o indice de
dano cronico do aloenxerto (CADI), e os autores verificaram que todos os 6
componentes da pontuacdo CADI foram numericamente menores no grupo SRL em
comparacgdo com o grupo SRL-CsA. Para além disso, a inflamacao e a atrofia tubular
diminuiram significativamente no grupo SRL entre 12 e 36 meses.

Em dois estudos randomizados foi avaliada a retirada do CNI pela substituicdo
por sirolimus aos 6 meses apos o transplante. O primeiro estudo, Spare the Nephron,
teve uma duracdo de 2 anos e incluiu 305 pacientes cuja imunossupressao inicial se
baseou em CNI/MMF/CS (CS = esteroéides) [Pearson et al., 2008]. Entre os 30 e o0s
180 dias apoOs o transplante os doentes foram escolhidos aleatoriamente para 2

grupos: grupo que manteve o CNI e grupo de conversao para SRL (5-10 ng/mL). Dois
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anos apo6s a conversdo, confirmou-se uma melhoria na TFG de 27,9% no grupo SRL
em comparagcdo com 11% no grupo controlo. As taxas de rejeicdo aguda (confirmadas
por biopsia), morte e perda do enxerto foram semelhantes em ambos os grupos. De
notar que ndo houve nenhuma alteragdo significativa na proteina urinaria e na
creatinina entre os dois grupos no periodo inferior a 2 anos.

O segundo estudo (Concept) incluiu 235 doentes com transplante renal
[Lebranchu et al., 2009]. Todos os pacientes receberam inducdo com daclizumab para
além de CsA/MMF/CS. Doze semanas ap0s o transplante, os doentes foram
aleatoriamente seleccionados: um grupo manteve a imunossupressdo baseada na
ciclosporina e outro passou a tomar SRL em vez de CsA. Em ambos 0s grupos, a
administracdo de esteroides foi interrompida aos 8 meses apos o transplante. Um ano
depois, a TFG foi significativamente melhor no grupo SRL (68,9 ml/min), em
comparagdo com o Grupo CsA (64,4 ml/min, p=0,017). No entanto, a taxa de rejeicdo
aguda aumentou significativamente no grupo SRL, e esta ocorreu principalmente apos
a retirada dos esterdides.

Noutros casos, foi testada a hipétese de realizar uma retirada mais tardia do
CNI e fazer a manutengdo da imunossupressdo com SRL. Neste cenario, o CNI é
retirado 6 meses apds o transplante, principalmente por causa da nefrotoxicidade. O
primeiro estudo randomizado publicado com a substituicdo do CNI tardiamente foi o de
Stallone et al. (2005). Foram inseridos neste estudo 84 doentes transplantados renais
gue tinham sido receptores de enxerto de 12 a 36 meses e tinham niveis de creatinina
sérica estaveis, mas nos quais a biépsia revelou nefropatia cronica do enxerto. Os
doentes foram randomizados em 2 grupos: o grupo | recebeu uma reducéo de 40% na
dose de CNI, e no grupo Il foi retirado o CNI e substituido por SRL (concentragéo entre
6 e 10 ng/mL). Dois anos ap6és a divisdo em grupos, a taxa de sobrevida do enxerto foi
significativamente maior no grupo a tomar SRL. O seguimento por biépsia renal
mostrou que as lesdes aumentaram significativamente no grupo |, enquanto

permaneceram estaveis no grupo Il. Apos 24 meses, as bidpsias renais mostraram no
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grupo | um aumento da expressao a-SMA (actina-a do musculo liso) em contraste com
uma reducgdo drastica no grupo Il. Este estudo mostrou que o SRL foi capaz de
retardar a progressdo de lesbes no aloenxerto em doentes com transplante renal.
Pontrelli e colegas (2008) avaliaram os mecanismos moleculares subjacentes aos
efeitos benéficos do SRL na progressdo da nefropatia, a nivel glomerular e
tubulointersticial. O estudo incorporou 18 doentes que receberam CNI e tinham
nefropatia comprovada por bidpsia e que depois foram distribuidos aleatoriamente
para prosseguir com CNI ou substituido por SRL. Apds 2 anos de tratamento, todos os
doentes foram submetidos a uma segunda bidépsia renal. O grupo SRL mostrou uma
regresséo significativa de lesdes glomeruloescleroéticas e apenas um aumento de 26%
na fibrose intersticial, enquanto o grupo CNI mostrou progressdo da
glomeruloesclerose e um aumento de 112% na fibrose. A expressao do inibidor do
activador do plasminogénio-1 (PAI-1) glomerular e tubulointersticial foi reduzida no
grupo SRL mas néo se alterou no grupo CNI.

Um terceiro estudo randomizado (designado de CONVERT) incorporou 830
doentes com transplante renal e com imunossupressédo baseada num CNI. Ao fim de
6-120 meses apobs o transplante, foram randomizados para serem mantidos ha mesma
imunossupressao ou serem convertidos para SRL (8 e 20 ng/mL) [Schena et al.,
2009]. A proteina urinaria e a creatinina foram semelhantes no inicio do estudo, mas
foram significativamente mais altas apds a conversédo para SRL. No entanto, as taxas
de rejeicdo aguda, perda do enxerto e morte foram semelhantes entre os grupos.
Kamar e colegas (2007) realizaram um estudo com 44 doentes com disfuncdo do
enxerto renal que foram convertidos de CNI para SRL. Depois de um periodo de
conversao de 6 meses, houve melhoria significativa na taxa de filtracdo glomerular e
houve um aumento significativo da proteindria. Num outro estudo de conversao
envolvendo 43 transplantados renais com disfun¢gdo do enxerto os doentes foram
convertidos ao fim de 4,5 anos apés o transplante de um CNI para SRL [Bumbea et

al., 2005]. A maioria destes doentes foram submetidos a uma biépsia renal antes da
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conversdao e cerca de 50% efectuaram uma bidpsia 2 anos apds a conversdo. A média
de acompanhamento no pés-converséo foi de 27 + 1,5 meses. Nesta altura, 58% dos
doentes ainda estavam a receber imunossupresséo baseada em SRL e nenhum tinha
tido rejeicdo aguda. A depuragdo da creatinina aumentou significativamente em
comparacado com a linha de base, 28% dos doentes tinham desenvolvido significativa
proteindria de novo, ou seja, > 1 g/dia, e 5 doentes tinham desenvolvido sindrome
nefrético de novo. Dois anos ap0s a conversdo ndo houve nenhuma mudanca
significativa na pontuagao de Banff nas biopsia renais.

Em resumo, a partir destes estudos, estima-se que a conversao precoce do
CNI como terapia de base na imunossupressdo para inibidores da mTOR esta
associada a melhoria da fungédo do enxerto, enquanto a conversdo mais tardia podera
ser mais questionavel. Nesta Ultima estratégia, a fungdo do enxerto renal pode ser
melhorada desde que a conversao ocorra quando as lesdes ainda sdo minimas e
reversiveis [Rostaing e Kamar, 2010].

Em Portugal, um estudo realizado por Farinha e colegas (2013) com um
protocolo de conversao de CNIs para mTORi mostrou que apesar de pior progndstico
conferido pelas principais indicagbes para a conversdo de inibidores de mTOR
(malignidade ou disfungdo cronica do enxerto) e idade mais avancada, n&o foi
encontrada diferenca no enxerto ou a sobrevida do paciente entre os 2 protocolos. No
entanto, em doentes com baixo risco imunoldgico, o grupo mTOR (n&o houve
separacdo de dados do SRL e do EVL) mostrou uma tendéncia de melhor sobrevida
do enxerto (P=0,06), acompanhado por menos casos de morte e menos perdas de

enxerto renal.
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4. Principais desafios da actualidade e necessidade de

melhores biomarcadores

A ocorréncia de sinais histolégicos de rejeicdo aguda em pacientes com fungao
estavel do enxerto, uma condicdo denominada rejeicdo subclinica (RSC), tem sido
bem descrita na literatura, com incidéncia relatada em biépsias protocolares realizados
no primeiro 6 meses pos-transplante de cerca de 30%. Apesar de uma clara ligacao
entre a RSC e o posterior desenvolvimento da nefropatia crénica do enxerto ndo ter
sido ainda provada, alguns estudos sugerem que a RSC leva a deterioragdo a longo
prazo da funcdo do enxerto, sendo que a intervencao precoce pode ser uma estratégia
importante [Nankivell et al., 2001].

Um estudo recente descreveu uma correlacao continua para a rejeigdo aguda e
rejeicdo quase instalada (bordeline), associando o grau de deficiéncia funcional do
enxerto no momento da bidpsia aos resultados ao final de 1 ano [Gwinner et al., 2005].
O uso de protocolo de bidpsias para a detec¢do precoce do tratamento da rejeicdo
aguda e borderline pode ser um factor importante para a preservacdo da funcao do
enxerto a longo prazo. Assim, dos ensaios clinicos realizados em doentes com
transplante renal ressalta a necessidade de usar marcadores substitutos da
sobrevivéncia do enxerto a longo prazo.

As alteragbes histolégicas nas bidpsias de transplante fornecem a primeira
evidéncia de dano no enxerto. De facto, alguns estudos tém mostrado que a
nefrotoxicidade diagnosticada em protocolo de bidpsias precoce é um preditor
independente do resultado a longo prazo [Seron et al., 1997; Dimeny et al., 1995].
Para além disso, o valor preditivo da sobrevida do enxerto com lesdes
tubulointersticiais crénicas em bidpsias protocolares foi correlacionado como superior
em relagdo a taxa de rejeicdo aguda ou a creatinina sérica [Seron et al., 1997].

A recente introducdo de bidpsias protocolares em alguns centros para

determinar a presenca de nefrotoxicidade e a rejeicdo subclinica no enxerto renal
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considerado estavel deve ser vista como um importante passo nha busca de se
obterem melhores resultados no transplante a longo prazo. Os dados disponiveis
sugerem que a deteccdo precoce e tratamento da nefrotoxicidade que n&o pode ser
diagnosticada clinicamente beneficiard a funcdo do enxerto a longo prazo.
Adicionalmente, os relatérios indicam que as bidpsias de protocolo sdo seguras e que
a sua utilizacdo é susceptivel de melhorar o tratamento dos doentes transplantados
renais. Para além disso, 0 uso de bidpsias protocolares como uma variavel de eficacia
primaria poderia muito bem tornar-se uma ferramenta Util na concepgéo de futuros
estudos que visam prevenir a nefrotoxicidade. Apesar de a bidpsia ser um método
invasivo, traz uma vantagem sobre marcadores séricos e urinarios muito grande, como
diferenciar se a perda cronica da fungdo renal é causada por razdes imunologicas ou

nao imunoldgicas [Fuchs e Hewitt, 2011].

4.1. Marcadores tradicionais

O diagndstico clinico de manifestacdo de nefrotoxicidade aguda induzida pela
CsA é de dificil avaliagdo por ser assintomatico. A verificacdo de alteracdes nos
parametros bioquimicos de pelo menos 20% acima dos valores basais, acompanhada
da presenca de concentracdo de ciclosporina > 400 ng/ml, devem ser considerados
como indicativos da possibilidade de insuficiéncia aguda da funcédo do enxerto. Nestes
casos, a reducdo da dose e a normalizacdo dos niveis de CsA deve ser promovida
para melhoria da funcdo do enxerto. No caso de toxicidade aguda subclinica em
enxertos com fung@o muito boa, a Unica opcao para a detec¢do € uma bidpsia do rim
transplantado. A bidpsia € um meio essencial para determinar a nefrotoxicidade
cronica e, ao mesmo tempo, fornece informagcBes importantes sobre o grau de
alteracdes irreversiveis das estruturas individuais do parénquima. Infelizmente, até ao
momento, ndo existe outro procedimento ndo-invasivo ou marcador suficientemente

sensivel e especifico disponivel que seja capaz de diagnosticar e monitorizar a
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toxicidade precoce da CsA. No inicio do periodo pés-transplante, a concentracdo de
creatinina sérica ndo reflecte com precisdo o grau de lesdo no enxerto [Chapman et
al., 2006], do mesmo modo que o aumento da contagem de células endoteliais
CD146" circulantes no sangue periférico ndo é especifico como marcador de lesdo
vascular no enxerto [Woywaodt et al., 2002].

A deteccdo de microalbumindria é frequentemente usada como um indicador
clinico de lesado renal. No entanto, a microalbuminudria € um marcador generalizado de
disfuncdo endotelial sistémica e um preditor de risco independente da morbidade e
mortalidade cardiovascular (Killackey, 2012).

No rim, o aparecimento de lesdes nos tubulos proximais por accdo de farmacos
€ um sinal primordial, em comparagdo com outras estruturas renais, uma vez que
grande parte de xenobidticos é reabsorvida e excretada nesta zona renal. Para além
dos testes urinarios (por exemplo, a densidade da urina, a proteindria e a microscopia
de sedimento de urina), 0 azoto ureico (ureia) e a creatinina séricos sdo marcadores
de patologia clinica tradicionais para a detec¢ao de uma lesdo renal. Contudo, ndo séo
marcadores muito especificos nem muito sensiveis, porque geralmente existe perda
significativa da funcdo e da massa renal antes do aumento de ureia ou de creatinina.
Para além disso, 0s seus niveis sdo também afectados por uma série de outros
parametros: a sintese e libertacdo de ureia para o sangue depende da ingestdo de
proteinas, do catabolismo e da funcdo hepatica, enquanto os niveis de creatinina
sérica dependem da massa muscular, da idade e do grau de desidratacéo [Vinken et
al., 2012].

Os parametros padrdo em ensaios pré-clinicos e clinicos para a detec¢édo e
monitoriza¢do da fungéo renal sdo a creatinina e a ureia séricas [Bateman et al., 1952;
Delanghe e Speeckaert, 2011;]. Apesar de estabelecidos no século passado, ainda
hoje considerados o "padrdao ouro" na analise quimica-clinica minimamente invasiva.
No entanto, estes dois parametros podem ser facilmente influenciados por muitas

funcdes fisioldgicas e mecanismos fisiopatolégicos. Por exemplo, o nivel de creatinina
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sérica, um produto de degradacao do tecido muscular, depende da idade, sexo, massa
muscular e peso, sendo que também tem sido relatado que a hemorragia
gastrointestinal pode conduzir a um aumento da creatinina sérica, sem qualquer
impacto negativo sobre o rim. Adicionalmente, a ureia também aparece aumentada no
SOoro em outros processos patoldégicos, como no decorrer de um aumento do
catabolismo das proteinas.

A actual avaliacdo da funcéo renal usa a creatinina sérica e 0 azoto ureico
séricos como marcadores principais. Contudo, é sabido que apresentam uma baixa
sensibilidade e especificidade para indicar alteragdes precoces, como as alteracdes
agudas na funcao renal, e ndo diferenciam entre a fungéo renal que € representada
pelo nimero de nefrénios funcionais e a extensao da lesédo activa como indicador de
danos no rim [Mori e Nakao, 2007]. H& grandes limitagdes a utilizacdo de creatinina
para estimar a TFG. Pequenas alteragfes dos valores de creatinina, tipicamente vistas
antes da leséo renal aguda, ja reflectem quedas substanciais da TFG [Bellomo et al.,
2004b]. Portanto, novos biomarcadores sao necessarias para auxiliar no diagnéstico
precoce, e também para servir em diversas outras finalidades, como por exemplo
ajudar a identificar o local primario de lesdes (glomérulos, tabulo proximal, tlbulo
distal, intersticio e vasos sanguineos).

Um dos desafios mais importantes é a identificagdo de marcadores biologicos
para a previsdo de resultado a longo prazo apés o transplante. A lesédo renal aguda
depende de avaliacdo morfologica da biépsia do enxerto como o padrao principal.
Infelizmente, dados histolégicos da lesao tubular ndo diferenciam entre as suas
possiveis etiologias, nem se correlacionam com a gravidade da lesdo ou do
prognoéstico [Abulezz, 2008]. O interesse em melhorar as ferramentas de diagnostico
para a detecgdo precoce, tratamento imunoldgico e prognostico da lesdo no enxerto
carece de avancos. Os marcadores de activacdo imunoldgica no sangue periférico
(como o CD30 soluvel) e marcadores urinarios da lesdo imune (como a perforina e a

granzima B) foram correlacionados com rejeicdo aguda. Para além disso, a expressao
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renal de CD20 ou FOXP3 nas biopsias de enxerto esta correlacionado com a resposta
ao tratamento [Abulezz, 2008]. Um problema particular no transplante de rim é a
necessidade de biomarcadores de lesdo imune e ndo imune em diferentes periodos de
tempo apds o transplante [Abulezz, 2008].

No periodo imediato pds-operatério (0-30 dias), existe a necessidade de
encontrar um biomarcador com as seguintes caracteristicas: (1) prever o
desenvolvimento retardado da funcdo do enxerto e a sua gravidade; (2) indicar o
decurso do transplante apds o implante, ou seja, facilitar a escolha da inducéo, para
além de “prever’ o momento em que os inibidores de calcineurina devem ser evitados;
(3) permitir a deteccdo precoce de lesdao imunolégica a fim de orientar o momento da
biopsia; (4) contribuir para o diagnéstico morfologico ajudando no tipo e duragéo da
terapia imunossupressora; (5) permitir a detecgdo precoce de toxicidade do farmaco e
a indicacao do seu curso (reducéo ou retirada). No segundo periodo de tempo (31-180
dias), a estabilizacdo da funcdo do enxerto e a reducdo gradual da imunossupressao
sdo aspectos prioritarios. As caracteristicas do biomarcador “perfeito/desejado” nesta
fase incluem com maior énfase a deteccdo precoce de activacdo imunitaria, a
toxicidade do farmaco e a previsdo do resultado da bidpsia e o tipo de terapia
indicada. O terceiro periodo de tempo, a longo prazo (> 180 dias), beneficiaria com a
existéncia de um biomarcador de desenvolvimento precoce da fibrose
tubulointersticial, ao longo da sua extensdo e progressao, permitindo o auxilio ao
diagndstico e gestdo imunoldgica, assim como de novas terapias para a nefropatia
crénica [Abulezz, 2008].

Em toxicologia, os aspectos chave para avaliar o efeito de um composto num
estudo pré-clinico (e identificar os 6rgdos-alvo) € a observagéo histopatolégica. No rim,
a &rea e intensidade da agressao renal podem ser observados directamente e assim
caracterizados. Se a capacidade dos rins de filtrar o sangue é fortemente reduzida, os
residuos e o excesso de liquido pode acumular-se no corpo. A reducéo na capacidade

de reabsorcdo do rim para componentes enddgenos (por exemplo, pequenas
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proteinas, acucares e metabolitos) ou apds um insulto renal pode conduzir ao aumento
destes componentes na urina. Embora haja muitas formas de induzir lesdo renal por
farmacos, nem sempre os danos produzem sintomas até o final da agressao. Assim,
estéa descrito que existem seis sinais de alerta gerais/tradicionais: (1) ureia e creatinina
séricos fora dos valores considerados normais (valores de referéncia para ambos os
parametros podem variar entre diferentes espécies e sexo); (2) taxa de filtracédo
glomerular diminuida (<60%); (3) presenca de sangue e proteinas na urina; (4)
presséo arterial elevada; (5) miccdo mais frequente ou dolorosa; (6) transpiragdo das
maos e pés, inchaco ao redor dos olhos. Contudo, uma vez que estes sintomas nao
sdo especificos para a presenca de lesdo renal, e acontecem associados a
perturbagbes em 6rgdos e doencas, ndo podem ser vistos como "marcadores” fiaveis
e infaliveis da fungé&o renal.

Em ensaios clinicos sdo usados a creatinina, a TFG e o débito urinario, num
esquema que tem em conta o risco, a lesédo, a insuficiéncia e a perda renal, bem como
a lesdo renal terminal, definidos pelo RIFLE (Risk, Injury, Failure, Loss and End-stage
kidney disease) e AKIN (Acute Kidney Injury Network).

Os marcadores urinarios tém a grande desvantagem de serem muito mais
influenciados pela toxicidade de outros 6rgaos do que os marcadores sanguineos. As
principais alteragbes nos parédmetros sanguineos podem influenciar os marcadores
analisados na urina. A glicose, por exemplo, em condicdes normais € 100%
reabsorvida no tubulo contornado proximal; contudo, se a glicemia sobe, como ocorre
na diabetes mellitus, a capacidade de transporte de reabsorcdo das células tubulares
proximais esta saturada e os niveis de glicose na urina aumentam. Para além disso,
outros factores, como as dietas especiais ou outras condig¢des fisiologicas/patoldgicas,
podem influenciar directamente esses parametros.

A TFG é um valor calculado para descrever o fluxo de fluido filtrado pelo rim.
Para estimar a TFG é tradicionalmente usada a taxa de depuracdo. A taxa de

depuracéo da creatinina descreve o volume de plasma sanguineo que é depurado da
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creatinina por unidade de tempo. Esta formula é utilizada para estimar a taxa de
filtracdo glomerular e para avaliar o modo como o rim processa um grande ndmero de
substancias/farmacos. Os resultados podem ser usados para avaliar a funcdo de
excrecdo pelos rins, e servem de base para a classificagdo da insuficiéncia renal
cronica. Também o doseamento dos medicamentos que s&o excretados
principalmente através da urina se baseia na taxa de filtracdo glomerular ou na
depuracéo de creatinina.

Na maioria dos casos, a determinacdo da TFG com base na medicdo de
cistatina C fornece resultados comparaveis aos calculos com base na creatinina. No
entanto, em doentes seleccionados, tais como doentes com massa muscular reduzida
[Uchida e Gotoh, 2002], criangcas [Bokenkamp et al., 1998] e idosos [Fliser e Ritz,
2001], obtiveram-se melhores resultados usando a depuracdo da cistatina C em vez
de depuracdo da creatinina. Esta molécula é também usada como um biomarcador
aprovado de toxicidade urinaria.

Um outro pardmetro usado associado com o dano renal é a excrecao
fraccionada de electrélitos, por exemplo sédio. Esta analise é focada em substancias
predominantemente secretadas pelas células tubulares e que podem levar a uma
depurag&o maior do que a clearance da creatinina.

Em geral, estes valores obtidos por calculado podem ajudar a monitorizar a
progressao do dano renal estabelecida. No entanto, a detec¢do precoce de um insulto
e posterior desenvolvimento da nefrotoxicidade, ainda nao é possivel.

Os processos de doenca cronica e/ou toxicidade a farmacos séo
caracterizadas por “sinais” silenciosos e progressivos e sintomas néo especificos que,
com as ferramentas de diagndstico clinico atuais, muitas vezes permanecem sem ser
detectadas em seus estadios iniciais [Stojnev et al., 2009]. A qualidade dos meios de
diagnostico é determinada pela sua sensibilidade e especificidade. Os marcadores

moleculares quimicos e bioquimicos tradicionalmente utilizados em diagndsticos
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clinicos, bem como para o estudo de farmacos em estudos pré-clinicos e clinicos,
apresentam sensibilidade e especificidade baixas.

Por causa da grande capacidade do rim para compensar a perda de massa
renal e para recuperar depois de ataque agudo, a sensibilidade de creatinina e ureia
séricas € bastante reduzida. Observou-se que uma reducdo da funcionalidade renal
ocorre apenas apos cerca de dois ter¢cos da biomassa renal ja ter sido perdido [Pfaller
e Gstraunthaler, 1998]. A Figura 9 apresenta uma visao geral da correlacdo entre a
perda de massa renal e os distarbios da funcdo renal esperados para o0s

biomarcadores tradicionais e inovadores.
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Figura 9. S6 a perda substancial de biomassa renal leva a uma falta de funcionalidade renal.
Os parametros clinico-quimicos tradicionais, como a creatinina e ureia séricas, apenas sao
detectados na presenca dessa diminuigdo da funcao renal. Os biomarcadores urinarios novos
séo aceitos para detectar lesédo renal precoce, antes da lesdo do tecido. Adaptado de Fuchs e
Hewitt, 2011.

Assim, torna-se premente encontrar novos biomarcadores, que sejam capazes
de detectar precocemente a doenca renal, ou indicar a sua evolugcéo e/ou efeito de

farmacos.
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4.2. Marcadores emergentes

Os biomarcadores de proteinas urinarias tém a grande vantagem de partirem
de amostras ndo invasivas. VAarios possiveis biomarcadores urinarios foram
detectados nos ultimos anos, muitos mostrando bom poder de previsdo, mesmo sendo
em modelos animais e ainda néo testados em humanos. A Figura 10 descreve alguns
desses possiveis biomarcadores de disfuncao/lesédo renal e as regides do nefrénio
onde parecem ter maior relevancia. Deve notar-se que a maioria dos marcadores de
proteinas urinarias séo preditivos simultaneamente para dano glomerular e tubular e
raramente apenas para uma parte especifica do nefrénio. Por exemplo, os
biomarcadores para a anca de henle, como a osteopontina ou a isoforma 3 do
transportador de sdédio/hidrogénio (NHE-3), ndo sédo especificos para esta parte do
nefrénio, nem se encontram ainda completamente caracterizados. Isto também é
verdade para o tubulo distal, onde apenas a Clusterina e o factor urinario trefoil 3 (TFF-
3), especifico para dano tubular em geral, foram qualificados até o momento. Para o
tubo colector apenas o antigénio papilar renal 1 (RPA-1) ja esta associado a
nefrotoxicidade, e a Calbindina D28 est& descrita como um potencial biomarcador. O
glomérulo e o tubulo proximal sdo as areas de nefrénio mais estudadas e com maior
numero de marcadores identificados, incluindo a Kim-1, a cistatina C e a albumina
[Fuchs e Hewitt, 2011]. Ao longo dos ultimos anos tém sido feitos esforgos para
melhorar a sensibilidade e especificidade destes e de outros biomarcadores para

testes de nefrotoxicidade em ensaios pré-clinicos.
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Figura 10. Hipotéticos biomarcadores urinarios e associacdo com a area do nefrénio. FIM,
factor inibitério de migracéo; kim-1, molécula de lesdo renal; GST-a, glutationa S-transferase
alfa; VEGF, factor de crescimento do endotélio vascular; NGAL, lipocalina gelatinase associada
a netrdéfilos; Timp-1, inibidor da metaloproteinase-1; NAG, N-acetil-B-(D)-glucosaminidase;
RBP, proteina de ligacdo ao retinol; IL-18, interleucina-18; HGF, factor de crescimento dos
hepatdcitos; Cyr61, indutor angiogénico rico em cisteina 61; L-FABP, proteina de ligagdo de
acidos gordos do tipo do figado; TFF-3, factor trefoil 3; NHE-3, permutador de sddio e
hidrogénio tipo 3; RPA-1, antigénio papilar renal tipo 1. Adaptado de Fuchs e Hewitt (2011).
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A lipocalina gelatinase associada aos neutréfilos (NGAL) € uma proteina da
familia lipocalina e é expressa pelos neutréfilos e células epiteliais, incluindo aqueles
do tubulo proximal. O NGAL foi identificado como um dos mais rapidos genes
sobreexpressos em fases iniciais do rim pos-isquémia em rato [Supavekin et al., 2003],
sendo detectado na primeira amostra de urina 2 horas ap6s a isquémia e exibindo
niveis aumentados e correlacionados com a duracdo da mesma. Para além disso, o
NGAL foi amplamente detectado na urina de ratos com nefrotoxicidade induzida por
cisplatina [Mishra et al., 2003]. Até agora, o NGAL foi investigado através de uma
gama de diferentes situacfes clinicas de dano renal agudo. Numa meta-analise com
19 estudos, incluindo 2500 pacientes de estudos observacionais, foi avaliada a
capacidade do NGAL como marcador de diagnostico e progndstico na doenca renal
aguda. A populacao incluiu adultos e criangas, e a amostra principal foi doenga renal
aguda apOs cirurgia cardiaca, depois da exposicdo a meios de contraste para
angiografia coronaria. O NGAL foi incluido na lista de possiveis biomarcadores de
lesé@o renal aguda, em amostras de urina ou de plasma/soro. Infelizmente, a producao
extra-renal de NGAL em resposta ao stresse sistémico pode aumentar a excrecdo
urinaria de NGAL na auséncia de doenga renal aguda [Haase et al., 2009]. Dados
relativos a nefrotoxicidade induzida pela ciclosporina em fases agudas e crénicas sao
escassos e devem merecer mais investigagao.

A molécula de lesdo renal tipo 1 (Kim-1) humana é uma glicoproteina
transmembranar que ndo é detectavel no tecido renal normal ou na urina, mas é
expressa em niveis muito elevados em células epiteliais dos tibulos proximais em rins
humanos e de roedores apos a inducdo de lesdo isquémica ou toxicolégica. A Kim-1
(designada como Kim-1 em roedores e Kim-1 em seres humanos) foi detectada em
concentracdo elevada no periodo 24-48 h no tubulo proximal do rim de rato apés
isquémia [Ichimura et al., De 1998]. Uma forma solavel de Kim-1 humana pode foi
detectada na urina de doentes com necrose tubular aguda e servir como um

biomarcador util para a lesdo renal do tubulo proximal, facilitando o diagndstico
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precoce da doenca e servindo também como um discriminador de diagndstico ao
longo do tempo [Han et al., 2002]. Adicionalmente, a alta expresséo de Kim-1 urinaria
foi avaliada prospectivamente num estudo coorte de 201 doentes hospitalizados com
lesdo renal aguda, tendo sido verificada a possibilidade de existéncia de uma
associacao com o resultado clinico adverso (morte e necessidade de didlise) [Liangos
et al.,, 2007]. Apesar da proteina Kim-1, ou a expressdao do gene, ndo serem
detectaveis no rim normal, apdos a lesdo 0 ARNm da Kim-1 é rapidamente sintetizado e
a proteina € gerada e localizada em concentracdes muito elevadas na membrana
apical do tabulo proximal. H4 um certo nimero de caracteristicas que pode tornar esta
proteina um atraente biomarcador de leséo renal: (1) auséncia de Kim-1 de expressao
no rim normal; (2) a sua marcada sobreexpressao; (3) a inser¢do na membrana apical
do tubulo proximal e (4) a sua persisténcia no epitélio da célula até a sua completa
recuperacao [Bonventre, 2009]. O facto de a Kim-1 ser rapidamente sintetizada pode
abrir portas a monitorizacdo da nefrotoxicidade aguda, mas ainda faltam estudos que
comprovem esta associacdo com a CsA, assim como a relacdo da Kim-1 como um
biomarcador a longo prazo da leséo renal cronica induzida pela CsA.

O factor de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) foi encontrado pela
primeira vez em culturas de células endoteliais da veia umbilical humana e
posteriormente descrito em muitos tipos diferentes de células, tais como células do
tubulo proximal e fibroblastos do rim [Qi et al., 2005]. O CTGF é uma proteina com 38
kDa e faz parte de um grupo de proteinas que estdo envolvidas na remodelacdo da
matriz durante o desenvolvimento e em condi¢Bes patoldgicas [Twigg et al., 2002;
Brigstock, 2003]. O CTGF tem sido detectado no coragéo, no cérebro, na placenta, no
pulm&o, no figado, no masculo, no rim, no pancreas, e numa variedade de fluidos
biol6gicos que podem servir como reservatorio de CTGF humano [Gupta et al, 2000].
Em animais, o CTGF tem sido isolado em diversos tecidos de embrides de ratos e em
varias células do sistema nervoso central de rato [Gupta et al., 2000]. O ARNm de

CTGF e a proteina aumentam significativamente em tecidos com doencas fibréticas.
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Sabe-se que na nefropatia diabética a expressdo de CTGF estd aumentada e
correlaciona-se com o grau de albuminuria [Gilbert et al., 2003]. Adicionalmente, a
hiperglicemia crénica (uma consequéncia da terapéutica imunossupressora), o TGF-g,
a tensdo mecénica, e os AGEs (produtos de glicacdo - Advanced glycation end
products) todos sdo capazes de induzir a expressdo de CTGF em células tubulares
renais [Twigg et al., 2002, Riser et al., 2000; Wahab et al, 2001; Qi et al., 2005]. No
entanto, 0s mecanismos que sado responsaveis pelas accbes renais de CTGF ainda
ndo estdo totalmente elucidados. Porém, num modelo de roedor com fibrose cronica, a
presenca de CTGF é necessdéria, para além de TGF-G, para induzir lesdo persistente
[Mori et al., 1999]. Isto levou a hipétese de que alguns dos efeitos pro-fibroticos do
TGF-B podem ser mediada pelo CTGF [lgarashi et al., 1993; Grotendorst et al., 1996],
possivelmente através da ligagdo com o TGF-B e elementos de resposta, com as
proteinas Smad, envolvidas em vias de proliferagdo e crescimento [Grotendorst et al.,
1996; Holmes et al.,, 2003]. No entanto, faltam de estudos que comprovem a

correlagdo do CTGF com a disfuncao renal e a lesdo renal crénica induzida pela CsA.
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O objectivo geral deste trabalho é o de avaliar o impacto renal de dois
protocolos de conversdo de CsA para SRL num modelo animal (rato), que tenham
correspondéncia com a terapéutica imunossupressora usada em dois tipos de
populacdes de transplantados renais: doentes de baixo e de alto risco imunoldgico,
que terdo, respectivamente, menor e maior propensdo para episodios de rejeicdo
aguda do enxerto. Sera colocado maior enfoque nha componente renal mas,
reconhecendo que ela ndo estd isolada de complicagbes em outros 6rgdos ou
sistemas, abordar-se-40 igualmente outros aspectos relacionados com efeitos
secundarios cardiacos/cardiovasculares e perturbacbes do metabolismo glicidico e
lipidico. Particular destaque sera dado a identificacdo de vias moleculares e
hipotéticos biomarcadores envolvidos na transicdo da disfuncdo renal induzida pela
CsA para a nefrotoxicidade, centrando a andlise em amostras de soro, urina e tecido

renal (histologia e expressao génica).

Individualmente, os objectivos séo:

1. Numa primeira fase, efectuar uma analise dos efeitos, per se, da terapéutica com
CsA ao longo do tempo. Nesse sentido, sera explorado um modelo animal com
dois periodos de exposi¢cdo a uma dose de manutencdo de CsA (5 mg/dia/kg
rato): um tratamento denominado de curto prazo, com a duragéo de 3 semanas, e
outro de longo prazo, de 9 semanas. Desta forma, estudar-se-do duas fases
importantes na evolucdo da doenca: (a) quando a disfuncdo renal ainda nao se
associa a alteracGes histologicas e (b) apés o desenvolvimento de alteracbes
estruturais (nefrotoxicidade — lesdes moderadas a graves e irreversiveis). Para
isso, e devido ao facto da CsA ter influéncia nas vias genéticas, serdo avaliados
mediadores genéticos associados a proliferagdo/fibrose, inflamacdo e

angiogénese.
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2. Seguidamente, clarificar a evolucdo da nefropatia num protocolo de conversao
precoce de CsA (as 3 semanas) para SRL. Ou seja, elucidar se o SRL ser& capaz
de reverter a disfungéo renal encontrada num tratamento curto de CsA, ou se a
nefrotoxicidade continua a evoluir, no mesmo perfil ou segundo moldes distintos.
Serdo testados biomarcadores tradicionais de disfuncdo/lesdo renal, bem como
outros considerados como emergentes.

3. Finalmente, testar-se-a um modelo de conversédo de CsA para SRL, antecedido de
um tratamento com alta dose de CsA. Mais pormenorizadamente, o protocolo
experimental consistird em administrar durante 3 semanas uma dose de ataque
(similar a prética clinica no momento do transplante) de CsA (30 mg), seguindo-se
uma reducdo da dose durante mais 3 semanas (5 mg — dose similar a de
manutencdo na préatica clinica) e, finalmente, durante mais 3 semanas, a
conversao para SRL (também em dose de manutencdo — 1 mg). Nesta parte dar-
se-a grande relevo a progressao da lesdo renal e a correlagcdo com hipotéticos

biomarcadores renais em tecido, soro e urina.
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1. Modelo animal e farmacos

Para este estudo foram adquiridos ratos Wistar machos (Charles River Lab.
Inc, Barcelona, Espanha), com 11 semanas de idade, foram mantidos em ciclos de luz
de 12h (noite/dia), com temperatura controlada (22.0 °C + 1,0), com racdo de
manutencdo (IPM- R20, Letica, Barcelona, Espanha) e acesso ad libitum a agua e
racdo. De acordo com cada experiéncia os animais foram divididos nos diversos
grupos, havendo sempre um grupo controlo como referencia. Os tratamentos foram
realizados por sonda esofagica e o peso corporal foi monitorizado durante todo o
periodo de tratamento. A Ciclosporina A (Sandimmun Neoral®) foi obtida a partir da
Novartis Farma Produtos Farmacéuticos, SA (Sintra, Portugal) e o Sirolimus (1
mg/kg/dia de Rapamune®, Laboratérios Pfizer Lda., Lisboa, Portugal) foram
preparados em sumo de laranja. As experiéncias nos animais foram realizadas de
acordo com as Directivas do Conselho Europeu para a experimentacdo animal
(2010/63/EV) e as autoridades nacionais, sendo o estudo aprovado pelo comité de
ética local para estudos de investigacdo em animais. Os animais foram mantidos num
biotério certificado, em gaiolas individuais ventiladas, com as medidas adequadas para
0 bem-estar animal e reducdo do sofrimento durante os procedimentos, incluindo
enriquecimento ambiental e anestesia/analgesia. Em cada secc¢éo de resultados esta

descrito o protocolo animal realizado e o nUmero de animais por grupo.

2. Pressdo arterial, frequéncia cardiaca e concentracdo

sanguinea de CsA

A pressdo arterial sistolica (PAS), a pressdo arterial diastdlica (PAD) e a
frequéncia cardiaca (FC) foram avaliadas as 0, 3, 6 e 9 semanas, por um metodo néo-
invasivo na cauda, denominado "tail cuff", utilizando-se um esfigmomanémetro (LE

5001 Pressure meter, Letica Scientific Instruments, Espanha). A concentracao
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sanguinea de ciclosporina foi avaliada por imunoensaio, utilizando equipamentos

(Dimension® RxL, Siemens, Alemanha) e métodos automaticos (reagente Flex).

3. Colheita e preparagcao das amostras

No dia do sacrificio, os ratos foram injectados intraperitonealmente com uma
mistura de anestesia e relaxante muscular na proporcdo 2:1 (viv) de 50 mg/ml de
cetamina (Ketalar®, Parke-Davis, Pfizer Laboratories Lda, Seixal, Portugal) e 2,5% de
cloropromazina (Largatil®, Rhéne-Poulenc Rorer, laboratérios Vitéria, Amadora,
Portugal). As amostras de sangue foram imediatamente colhidas por pungédo venosa
na veia jugular para tubos apropriados (BD vacutainer®) sem anticoagulante (para
separacao de soro) e com anticoagulante (acido etilenodiamino tetra-acético - EDTA)
para obtencdo de plasma. Apés essa recolha, os ratos foram sacrificados por
deslocamento cervical, e os rins foram imediatamente removidos, separados do tecido
adiposo adjacente, pesados e armazenados. Uma porcao foi guardada em reagente
estabilizador de ARNm (&cido ribonucleico mensageiro) para as determinagfes de
expressao geénica, outra congelada em azoto liquido para ensaios de peroxidacao
lipidica e outra pré-fixada com formol para andlise histopatolégica e

imunohistoquimica.

4. Contagem de subpopulacéo de linfécitos T por citometria de

fluxo

As amostras de sangue periférico frescas foram recolhidas em tubos vacutainer
com EDTA. As células mononucleares foram isoladas das outras células do sangue
por centrifugacdo de gradiente de densidade (Histopaque-1077 e -1119, Sigma-

Aldrich, Sintra, Portugal), seguido de 3 passos de lavagem com solucdo salina de
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fosfato tamponado (PBS, pH=7,4) e com 3% (v/v) de soro fetal de bovino (SFB).
Foram usados anticorpos contra CD3*, CD4", CD8" e CD25" (BD Biosciences, San
Diego, CA, EUA), conjugados com FITC, PE ou PerCP, e ainda anticorpos do mesmo
isétopo conjugado com fluorocromo como controlos negativos. Para a marcacdo das
células mononucleares (=1x10° células em 100 pl de PBS contendo 3% (v/v) de soro
fetal bovino e 0,1% de NaNj) procedeu-se a incubacdo com 1 ug de anticorpo no
escuro, a temperatura ambiente, durante 30 min, seguindo-se 3 lavagens com solucao
tampédo de fosfato suplementado com SFB a 3% (v/v); entre cada lavagem as
amostras foram centrifugadas a 200 g durante 8 min, a 4 °C; 400 pl de solugéo tampéao
de fosfato com 3% de SFB (v/v) foi finalmente adicionado a cada tubo. As amostras
tratadas e os controlos foram analisados por citometria de fluxo no limite maximo de 1
hora. A andlise de citometria de fluxo foi realizada num FACS Calibur (San Jose, CA,
EUA) com base na aquisicdo de 20000 eventos. O leitor estava equipado com
detectores frontais e laterais de dispersdo da luz, enquanto para os trés canais de
fluorescéncia usados (FL-1, FL-2 e FL-3) foram criados detectores logaritmicos. Para
as amostras, um controlo do anticorpo correspondente foi usado como padrdo de
células positivas/negativas. Todos os dados foram analisados utilizando o software

FlowJo (TreeStar Inc, Ashland, OR , EUA).

5. Andlise hematoldgica e bioquimica

5.1. Parametros hematologicos

Varios parametros hematologicos foram medidos em sangue total colhido em
EDTA, como anteriormente descrito, usando um contador automatico (Coulter

Counter®, Beckman Coulter Inc., CA, EUA): niumero de glébulos vermelhos (GVs),
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hemoglobina (Hb), hematocrito (HCT), hemoglobina globular média (HGM),
distribuicdo da largura dos glébulos vermelhos (RDW) e contagem de glébulos

brancos (GBs) e de plaquetas (PLT).

5.2. Parametros bioquimicos em soro

Os seguintes parametros bioquimicos foram avaliados no soro através de
métodos e equipamentos automaticos validados (Hitachi 717, Roche Diagnostics Inc.,
MA, EUA): glicose, ureia, creatinina, acido Urico, creatina cinase (CK), transaminase
glutdmico oxalacética (TGO), transaminase glutamico pirtdvica (TGP), triglicerideos
(TGs), e colesterol total (CT). Os niveis séricos de interleucina 18 (IL-1B), interleucina
2 (IL-2), factor de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e factor de crescimento
transformante beta 1 (TGF-B,) foram medidos usando kits ELISA Quantikine ultra-
sensiveis (R&D Systems, Minneapolis, EUA). A proteina C reactiva de alta
sensibilidade (hsCRP) foi detectada usando um kit de ELISA (Alfa Diagnostics
International, San Antonio, EUA). A interleucina-7 (IL-7) foi medida num kit de ELISA

obtido a partir da Wuhan ElAab Science Co (Wuhan, China).

5.3. Parametros avaliados na urina de 24 horas

Os animais foram alojados em gaiolas metabdlicas durante 24 horas,
recebendo dgua e comida ad libitum. As concentragfes urinérias de creatinina, ureia e
de proteina foram avaliadas em urinas de 24 horas (Cobas Integra 400 plus, Roche®,
Amadora, Portugal), e foram medidos os volumes de urina para calcular a taxa de
depuracéo da creatinina e ureia, assim como a taxa de filtracdo glomerular, de acordo

com o descrito anteriormente [Pestel, 2007].
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6. Peroxidacdao lipidica no soro, no rim e na urina de 24 horas

A peroxidagéo lipidica foi determinada avaliando a produc¢éo de malondialdeido
(MDA) por intermédio do teste do acido tiobarbitarico (TBA) [Piloto, 2009].
Resumidamente: 100 pl de homogeneizado de tecido renal, soro ou urina
(previamente centrifugado para remover particulas) foram incubadas durante 1 hora
numa solucéo de TBA a temperatura ambiente e no escuro. De seguida, as amostras
foram incubadas num banho a 90°C durante 60 minutos, sendo de seguida parada a
reacgao colocando os tubos em gelo. Neste ensaio, uma molécula de MDA reage com
duas moléculas de TBA, sendo o produto final uma molécula que pode ser
guantificada espectrofotometricamente a 532 nm (pigmento rosa). A concentracéo de
MDA foi calculada em relagdo a uma curva de calibragdo utlizando 1,1,3,3-
tetrametoxipropano como padrdo externo (intervalo: 0,1-83,5 uM) e os resultados

foram expressos para o rim em UM/g de tecido e para o0 soro e urina em pM.

7. Expresséao génicarenal por RT-gPCR

7.1. Isolamento do ARN total

O rim foi armazenado apés colheita na solugdo RNA later™ (Ambion, Austin,
TX, EUA) para preservacdo do ARN. Para a extrac¢do de ARN, foram pesados 10 mg
de tecido, aos quais se adicionaram 450 puL de Tampéo RLT Lysis para provocar a
ruptura de tecido, homogeneizando-se durante 2 minutos a 30 Hz utilizando um
homogeneizador de tecidos (Qiagen, Hilden, Alemanha). Os lizados de rim foram
processados de acordo com o protocolo do kit RNeasy Mini® (Qiagen, Hilden,
Alemanha). O ARN total foi diluido em 50 mL de agua RNase-free (sem tratamento

opcional com DNAse). A fim de determinar a quantidade de ARN total extraido e
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verificar a integridade do ARNm (RIN, RNA Integrity Number) as amostras foram
analisadas usando o kit 6000 nano Chip®, no analisador Agilent Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies, Walbronn, Alemanha), munido de software especializado (2100
expert), de acordo com as instrucdes do fabricante. O rendimento de isolamento variou

de 0,5 a 3 ug; Os valores de NIR entre 6,0-9,0 e a pureza (A260/A280) entre 1,8-2,0.

7.2. Transcricao reversa

O ARN foi transcrito de forma inversa com SuperScript™ Ill First-Strand
Synthesis System para RT-PCR (Invitrogen, California, EUA). Uma micrograma de
RNA total foi misturado com uma mistura de 2x First-Strand Reaction Mix e
SuperScript™ [II Enzyme Mix (Oligo(dT) plus Random hexamers). As reacc¢des foram
realizadas no termociclador Gene Amp PCR System 9600 (Perkin ElImer, Norwalk, CT,
EUA), durante 10 minutos a 25°C, 30 minutos a 50°C e 5 minutos a 85°C. Os produtos
de reaccdo foram em seguida digeridos com 1 pl (2 U) de RNase H durante 20
minutos a 37°C e, finalmente, o cADN foi eluido até um volume final de 50 ul e

armazenadas as amostras a -20°C.

7.3. Quantificacdo relativa da expresséao génica

A expresséo de genes foi realizada utilizando o sistema HT 7900 Sequence
Detection (Applied Biosystems, Foster City, EUA). Um passo de normalizacédo
precedeu a quantificacdo génica, usando o kit geNorm Housekeeping Gene Selection
para Rattus norvegicus (Primer Design, Southampton, Reino Unido) e o software
geNorm (Hospital Universitario de Ghent, Centro de Genética Médica, Ghent, Bélgica)
para selecionar os genes housekeeping ideais para este estudo [Vandesompele,
2002]. Em tempo real, as reacdes de PCR decorreram com primers especificos e

optimizados da QuantiTect Primer (Qiagen, Hilden, Alemanha) para TGF-8;
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(QT00187796), PCNA (QT00178647), mTOR (QT00180586), Mki-67 (QT00450786) e
Tp53 (QT00193522), como marcadores de proliferacdo; VEGF-b (QT01290163) como
marcador de angiogénese; IL-18 (QT00181657), NF-KB (QT01577975), TNF-a
(QT00178717), COX-1 (QT00187859), COX-2 (QT00192934) e PCR (QT00391650)
como marcadores de inflamacdo. Foram utilizados controlos enddgenos:
desidrogenase de gliceraldeido-3-fosfato (QT00199633), actina beta (QT00193473) e
topoisomerase | (QT01820861), juntamente com o kit QuantiTect SYBR Green PCR
(Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com as instru¢des do fabricante. As reaccgbes
de RT-gPCR foram realizadas com: 100 ng de cDNA da amostra, os iniciadores
(primers) (50-200 nM) e 1x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix. Nao foram
realizadas reac¢des controlo para cada gene, de modo a assegurar a amplificacdo néo
inespecifica. As reacc¢des foram realizadas com o seguinte perfil térmico: 10 minutos a
95°C, mais 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e por fim 1 minuto a 60°C. Os resultados
de PCR em tempo real foram analisados com o software SDS 2.1 (Applied
Biosystems, Foster City, EUA) e utilizado para quantificacdo o método 24" [Livak,
2001]. Os resultados foram obtidos em CNRQ (calibrated normalized relative
quantities) e convertidos em percentagem usando o grupo controlo como referéncia

(12 parte dos resultados).

8. Avaliacao histomorfologica do rim

8.1. Fixagcdo do tecido e coloragcdo com Hematoxilina & Eosina

(H&E)

As amostras foram fixadas em cassetes preenchidas com cera de parafina num

processo automatico e foram realizados cortes de 4 um de espessura. Estes cortes
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foram posteriormente corados com hematoxilina e eosina (H&E) para analise

histopatoldgica.

8.2. Coloracédo com &cido periédico de Schiff (PAS)

Foi usado acido periodico de Schiff (PAS) para avaliar e quantificar as lesbes
renais. Resumidamente, cortes de 4 um de espessura foram imersos em agua e,
subsequentemente, tratados com uma solugdo aquosa de &cido periodico a 1%.
Posteriormente, as amostras foram lavadas para remover quaisquer vestigios de acido
periddico, e finalmente tratadas com reagente de Schiff. Todas as amostras foram
examinadas por microscopia de luz usando um microscépio Zeiss (Modelo Axioplan 2).
O grau de lesao visivel por microscopia de luz foi avaliado por dois patologistas

independentes que desconheciam a identificagéo das amostras.

8.3. Coloragdo com tricrémio de Masson

Cortes de 4 pm de espessura foram desparafinados e hidratados com um
gradiente decrescente de alcool (100%, 95%, 70%) e agua destilada. Os cortes foram
depois refixados numa solu¢cdo de Bouin durante 1 hora a 56°C para melhorar a
gualidade da coloragéo e depois passados em agua corrente durante 5 a 10 minutos
para remover a cor amarela. Foram de seguida colocados durante 10 minutos numa
solucdo de hematoxilina férrica de Weigert, lavados em agua corrente morna durante
10 minutos e, por fim, lavados em agua destilada. Posteriormente foram corados na
solucdo acida Biebrich scarlet-acid fuchsin por 10 a 15 minutos e lavados em agua
destilada, incubados em solugcdo de &cido fosfomolibdico-fosfotungstico, 10 a 15
minutos, e transferidos directamente para solucdo de anilina azul por 5 a 10 minutos.
De seguida foram lavados rapidamente em 4gua destilada e colocados em solugéo de

acido acético a 1% durante 2 a 5 minutos, e lavados com agua destilada. Finalmente
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procedeu-se a rapida desidratacdo pela seguinte ordem: &lcool etilico a 95%, &lcool

etilico absoluto e xilol, montando-se por fim em meio de montagem resinoso.

8.4. Anédlise de lesfes

As lesdes glomerulares foram avaliadas pela presenca de expansdo mesangial,
espessamento da membrana basal de glomérulo, espessamento da cépsula de
Bowman, esclerose nodular, glomeruloesclerose, atrofia glomerular e hialinése do pélo
vascular. A nivel tubulointersticial foi avaliada a presenga de inflamacao, a presenca e
namero de cilindros hialinos, irregularidade da membrana tubular basal, calcificagéo
tubular, e a associacdo de fibrose intersticial e atrofia tubular (IFTA). A calcificacdo
tubular foi avaliada e classificada por um método semi-quantitativo. A avaliacdo das
lesbes vasculares foi concentrada na apreciacdo da presenca de hialinése arteriolar,
arterioesclerose e arterioloesclerose. Foi usada uma classificacdo semi-quantitativa,
variando de normal (ou minima) a grave (dano extensivo) para cada componente. A
gravidade foi classificada como ausente/normal (grau 0), leve (grau 1), moderada
(grau 2) e grave (grau 3). O grau foi definido qualitativamente de acordo com a
extensdo da lesdo: normal (0%), leve (<25%) moderada (25-50%) grave (>50%). A
pontuacéo final de cada amostra foi obtida pela pontuacao média observada em cada
glomérulo, nos campos microscépicos considerados. Quanto as lesdes vasculares, a
arteriosclerose foi pontuada da seguinte forma: 0, sem espessamento da tdnica intima;
1, se 0 espessamento da intima era menor do que a espessura da tunica média; 2, se
0 espessamento da tunica intima era maior que a espessura da tlnica média,
considerando a pior artéria do corte. Usando a marcacdo PAS, a classificacdo foi
definida para a intensidade e extensao da coloracdo, que varia de 0 (sem coloracdo) a
3 (coloracéo intensa e extensa), respeitando a especificidade de tecido de pontuacéo,

guando adequado.
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9. Avaliacdo da expressdao de proteinas no rim por

imunohistoquimica

A andlise imunohistoquimica foi realizada em cortes com 4 um de espessura
na orientacdo sagital do rim, fixados em fixador de Bock e embutidos em parafina. As
amostras foram processadas por técnicas de deteccdo imunoldgica indirecta com um
kit de ratinho e coelho com deteccdo especifica de HRP/DAB (Abcam, Cambridge,
Reino Unido). O protocolo foi executado de acordo com as instru¢des do fabricante.
Neste estudo, utilizaram-se os anticorpos primarios para deteccao do CTGF (diluicdo
1:100, ab6992; Abcam), TGF-B (diluicdo 1:100, ab66043; Abcam), mTOR (diluicdo
1:250, 04-385; Millipore), NF-k8 p50 (diluicho 1:500, SC-114, Santa Cruz
Biotechnology) e Kim-1 (diluigdo 1:14, AF3689, R&D Systems). Para a detecc¢do da
Kim-1 foi usado um anticorpo secundario de cabra (diluicdo 1:500, sc2771; Santa Cruz
Biotechnology). Para identificar a proteina PCNA foi utilizado um kit padrdo (93-1143,
Invitrogen Corporation). A coloragdo foi quantificada utilizando uma escala semi-
guantitativa (1-4) que avaliou a intensidade e a area de coloragdo. A intensidade foi
classificada como muito baixa/ndo existente (1), de baixa intensidade (2), intensidade
moderada (3) e alta (4); a area de coloragéo foi classificada como <25% (1), 25-50%
(2), 50-75% (3) e >75% (4). Todas as laminas foram visualizadas de forma
independente por dois anatomopatologistas que desconheciam a identificacdo das
amostras. Foi calculado um score de imunohistoquimica quantitativa (QIC). QIC = %

da area de coloragao x intensidade de coloragéo x 0,1.
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10. Avaliacéo dos niveis de NGAL no soro e na urina

Os niveis de lipocalina gelatinase associada a neutrofilos (NGAL) foram
avaliados num kit ultra Quantikine kit ELISA (BioPorto®, Dinamarca) no soro (1:10000)

e na urina (1:20000).

11. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o GraphPad Prism® para
Windows (versdo 5.00). Os resultados sdo apresentados em médias = e.p.m (errro
padrdo da média). As comparacBes entre os grupos foram realizadas aplicando
andlise de variancia de uma via (ANOVA One-Way), seguida do teste Post hoc de
Bonferroni. A associagdo entre as variaveis foi analisada pelo teste de Pearson no
“Statistical Package for the Social Sciences” (SPSS) para Windows, versdo 20.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Foram considerados estatisticamente significativos os

valores de P inferior a 0,05.
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1. Introducao

Os inibidores da calcineurina (CNIs), como a ciclosporina A (CsA), continuam a
ser fArmacos imunossupressores cruciais para prevenir a rejeicdo de 6rgao e tecidos
transplantados, e desde a sua introducao na pratica clinica assistiu-se a uma melhoria
significativa na sobrevida do enxerto [Halloran et al., 2004; Colombo et al., 2011]. A
CsA liga-se a ciclofilina e inibe a activacdo da calcineurina dependente de célcio e
calmodulina, inibindo assim a sintese e libertacdo de interleucina-2, impedindo a
activacdo das células T [Picchianti-Diamanti et al., 2014]. No entanto, a utilizacao
clinica da CsA é muitas vezes limitada pelos seus graves efeitos adversos, incluindo a
nefrotoxicidade e a hipertenséo arterial [Bremer et al., 2009; Chapman et al., 2011;
Ponticelli et al., 2011]. A disfungéo renal € um factor de risco independente para a
perda do enxerto, sendo que a doenca cardiovascular/cardiorenal € a principal causa
de morte poés-transplante [Mange et al., 2000; Textor et al., 2000; Cattaneo et al.,
2004];

O reconhecimento destes efeitos adversos graves despertou o interesse em
estratégias de minimizacdo da toxicidade da CsA [Barbari et al., 2007]. A grande
gquestdo de hoje prende-se em encontrar protocolos de imunoterapia com um tempo
mais adequado de exposi¢cdo a CsA para posterior substituicdo por outros farmacos
menos nefrotdxicos, sem comprometer o enxerto devido a um episédio de rejeicao. As
respostas a estas perguntas dependem, em grande medida, da caracterizacéo precisa
dos mecanismos e biomarcadores, subjacentes a transicdo da disfuncédo renal
(alteracao renal sem lesfes evidentes ou ainda ndo significativas) para nefrotoxicidade
cronica (lesbes extensas e irreversiveis). Os estudos experimentais em modelos
animais podem ser uma poderosa ferramenta para melhorar o conhecimento nesta

area e auxiliar as praticas clinicas/terapéuticas.
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Um diagndstico mais precoce da nefropatia pode melhorar significativamente o
prognoéstico do doente, mas os estadios iniciais da nefrotoxicidade induzida pela CsA
sdo muitas vezes assintomaticos, tornando o diagnéstico precoce dificil [O’Connell,
2011]. Actualmente, as técnicas de diagndstico usadas para detectar a nefropatia
induzida pela CsA parecem ser insatisfatérias, sendo que o principal foco da pesquisa
passa pela identificagdo de indicadores precoces de doenca. A nefropatia induzida por
CsA parece estar relacionada com alteragbes nas vias de stresse oxidativo, de
apoptose e de proliferacao/fibrose [Pallet et al., 2008; Uz et al., 2008; Doh et al, 2013;
Han et al., 2008; Luo et al., 2013; Xiao et al., 2013] putativamente moduladas pela
influéncia que o farmaco tem sobre a expressao génica no tecido renal [Pallet et al.,
2008; Martin-Martin et al., 2011; Berzal et al., 2012]. A avaliacdo da toxicidade da CsA
baseia-se sobretudo em dados bioquimicos e histopatolégicos, mas o perfil de
transcricdo génica pode vir a ser uma forma de deteccdo precisa e precoce,
precedente a nefrotoxicidade crénica. Na verdade, as alterac6es de expressao génica
podem melhorar a nossa compreensdo sobre os mecanismos de toxicidade do
farmaco [Jiang et al., 2007; Lesko et al., 2011].

Pretendeu-se iniciar este trabalho com o estudo de duas fases importantes na
evolucdo da doenca: (a) quando a disfuncdo renal ainda ndo se associa a alteracdes
histologicas e (b) apds o desenvolvimento de alterages estruturais (nefrotoxicidade —
lesbes moderadas a graves e irreversiveis). Esta parte A foi realizada com o intuito de
identificar vias e hipotéticos biomarcadores envolvidos na transicdo da disfuncéo renal
induzida pela CsA para nefrotoxicidade, num modelo animal. Para isso, foi realizado
um tratamento curto (3 semanas) e outro longo (9 semanas) com CsA, e uma andlise

centrada em amostras de soro, urina e tecido renal (histologia e expressao génica).
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2. Modelo animal

Vinte e quatro ratos Wistar machos (Charles River Lab. Inc, Barcelona,
Espanha), com 11 semanas de idade, foram mantidos em ciclos de luz de 12h
(noite/dia), com temperatura controlada (22.0 °C + 1,0), com racdo de manutencao
(IPM- R20, Letica, Barcelona, Espanha) e acesso ad libitum a agua e racdo. Os
animais foram divididos em dois modelos: tratamento de curta e de longa duracéo de
CsA (5 mg/kg/dia), 3 e 9 semanas, respectivamente. Cada modelo tinha um grupo
controlo (veiculo: sumo de laranja) e outro CsA com 6 animais em cada grupo. Os
tratamentos foram realizados por sonda esofégica e o peso corporal foi monitorizado
durante todo o periodo de tratamento. A Ciclosporina A (Sandimmun Neoral®) foi
obtida a partir da Novartis Farma Produtos Farmacéuticos, SA (Sintra, Portugal) e
preparada em sumo de laranja (Figura 11). As experiéncias nos animais foram
realizadas de acordo com as Directivas do Conselho Europeu para a experimentagéo
animal (2010/63/EU) e as autoridades nacionais, sendo o estudo aprovado pelo comité
de ética local para estudos de investigacdo em animais. Os animais foram mantidos
num biotério certificado, em gaiolas individuais ventiladas, com as medidas adequadas
para o bem-estar animal e redugéo do sofrimento durante os procedimentos, incluindo

enriquecimento ambiental e anestesia/analgesia.

Controlo Controlo (Sumo de laranja)
. . ®
CsA CsA 5 mg/kg/dia - Sandimmun Neoral
1 1 1
0 3 9
Tempo (semanas)
n=12k |
Curto prazo
n=12 | i

Longo prazo

Figura 11. Diagrama ilustrativo dos grupos em estudo e protocolo dos tratamentos: tratamento
de curto prazo (3 semanas) e longo prazo (9 semanas).
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3. Resultados

3.1. Monitoriza¢do do peso corporal

O peso corporal (PC) foi monitorizado durante as 9 semanas de tratamentos.
Os ratos tratados com CsA apresentaram um aumento significativo do peso (P<0,01),
ap6s 3 semanas de tratamento (382,20 + 12,24 g, P<0,01), em comparacdo com 0S
animais controlo (333,00 + 6,25 g). No entanto, no final do tratamento crénico, foram
registados valores semelhantes de peso corporal para os animais tratados com

Ciclosporina (420,80 + 7,80 g) e para os ratos controlo (398,00 + 8,61 g).

3.2. Concentracdo sanguinea de ciclosporina, activacdo de

linfécitos T e dados hematoldgicos

A dose de ciclosporina usada no rato pretende reproduzir a concentracdo
sanguinea de CsA “de vale” (seguindo os trabalhos anteriores realizados no instituto
[Reis et al.,, 1999]) encontrada em humanos sob terapia imunossupressora de
manutencdo deste composto. Com a dose de ciclosporina utilizada neste modelo de
rato (5 mg/kg/dia) foram encontrados valores dentro da gama atingida em seres
humanos (367,0 + 45,5 ng/ml). A contagem de linfécitos T nao foi alterada depois de 3
semanas de tratamento com CsA; no entanto, foi observada ap6s 9 semanas uma
reducdo significativa (P<0,05) (Figura 12A), sendo acompanhada por um perfil
semelhante no niumero de glébulos brancos (Tabela 1). Quanto ao perfil de linfocitos T
activados (CD25%), apés 3 semanas de exposicdo com CsA os linfocitos
CD3'CD4'CD25" tinham sido reduzidos de forma significativa (P<0,05), enquanto os
linfécitos CD3"CD8'CD25" mostraram uma tendéncia para valores inferiores (P=0,06)

apos 9 semanas de tratamento com CsA (Figura 12B e 12C, respectivamente).
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Relativamente ao perfil hematoldgico, o grupo tratado com CsA durante 3
semanas mostrou valores significativamente superiores de numero de globulos
vermelhos e valores inferiores de hemoglobina corpuscular média. Apos o tratamento
de longo prazo, os ratos tratados com CsA apresentavam um aumento de RDW
(P<0,001) comparativamente aos respectivos controlo e reduzido numero de plaquetas
em relacdo ao grupo tratado com CsA por um curto periodo de tempo (P<0,05)

(Tabela 1).
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Figura 12. Contetdo de linfocitos T (A) e percentagem de CD4" (B) e CD8" (C) activados nos
tratamentos de curto e de longo prazo. Os valores sdo média + e.p.m. * P<0,05 versus grupo
controlo.

3.3. Aciclosporina A induz hiperglicemia e dislipidemia

O tratamento de curto prazo com CsA produziu um aumento significativo
(P<0,05) dos niveis séricos de triglicerideos e de colesterol total, sem alteracdes
significativas nos niveis de glicose, creatina cinase, transaminase glutamico
oxalacética e transaminase glutamico piravica (Figura 13 e Tabela 1). No entanto, o
tratamento de longo termo de CsA induziu um aumento adicional da concentracdo de
TGs, juntamente com uma tendéncia para um aumento dos valores de CK e TGO,
versus o grupo controlo (Figura 12 e Tabela 1). Para além disso, a CsA promoveu um
aumento significativo dos niveis de glucose (P<0,001) no tratamento prolongado, em

contraste com uma diminuicao significativa nos niveis de insulina (Figura 13).
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Tabela 1. Dados bioquimicos e hematoldgicos dos tratamentos de curto e longo prazo com
CsA versus controlos.

Tratamento curto (3 semanas) Tratamento longo (9 semanas)

Parametros Controlo (n=6) CsA (n=6) Controlo (n=6) CsA (n=6)

Dados bioquimicos

CK (mmol/L) 30,57 + 8,41 16,62 + 2,81 15,62 + 2,81 51,09 + 20,22
TGP (U/L) 36,00 £ 3,59 32,20 £ 1,69 38,17 £2,40 35,60 + 3,33
TGO (U/L) 93,40 £ 13,38 65,40 £ 4,99 89,67 £ 3,99 138,60 * 33,62

Dados hematolégicos

GVs (x10%/L) 6,85 +0,18 7,39 0,09 * 7,54 +0,12 7,84 0,21

Hb (g/L) 13,70 + 0,36 14,00 + 0,08 14,15+0,14  14,18+0,30
HCT (%) 37,80 + 1,10 38,28 + 0,47 39,27+0,58 38,85+ 0,88
HGM (pg) 20,04 + 0,42 18,96 £0,12*  18,77+0,15  18,13+0,22 **
RDW (%) 13,66 + 0,88 14,72 £ 0,49 14,33 £ 0,18 15,95 + 0,25 *++*
GBs (x10°/L) 5,00 + 0,75 5,22 + 0,46 6,87 + 0,79 3,88 + 0,56 *

PLT (x10°/L) 840,00 £ 55,00 874,60 +32,32 752,30+ 30,69 711,30+48,18"

Valores em médias + e.p.m; * P<0,05, ** P<0,01 e *** P<0,001 em relacdo ao grupo de controlo
de cada um dos modelos; ¥ P<0,05 versus o tratamento curto de CsA. CK, creatina cinase;
TGO, transaminase glutdmico oxalacética; TGP, transaminase glutdmico pirdvica; GVs:
glébulos vermelhos; Hb hemoglobina; HCT, hematécrito; HGM, hemoglobina corpuscular
média; RDW, distribuicdo da forma dos eritrcitos; GBs, glébulos brancos; PLT, plaguetas.
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Figura 13. Pefrfil lipidico, glicémico e insulinémico. Concentragdo sérica de glicose (A), insulina
(B), triglicerideos (C) e colesterol total (D) durante os tratamentos. Valores em médias + e.p.m.

* P<0,05, ** P<0,01 e *** P<0,001 em relacéo ao grupo controlo.

3.4. A hipertensao e a taquicardia induzidas pela ciclosporina sao

agravadas ao longo do tempo

O tratamento com CsA induziu um aumento tanto da pressao arterial sistolica

(P<0,05) como da diastélica (P<0,01) apenas apés 3 semanas. O efeito foi ainda mais

marcado apds a terapia a longo prazo (Figura 14A e 14B). Perfil semelhante foi

encontrado para a frequéncia cardiaca, com uma tendéncia para valores elevados

apos a exposicao curta a CsA (P<0,05) e um agravamento com o0 aumento do tempo

de exposicao (Figura 14C).
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Figura 14. Pressao arterial e frequéncia cardiaca. Presséo arterial sistélica (A) e diastolica (B)
e frequéncia cardiaca (C) durante os tratamentos. Valores em média + e.p.m. * P<0,05, **
P<0,01 e *** P<0,001 em relag&o ao grupo controlo.

3.5. Dadisfuncéo renal a nefropatia - biomarcadores de transicao

Dados bioquimicos em soro, urina e tecido renal

Os niveis séricos de creatinina e ureia aumentaram significativamente (P<0,05)
no tratamento mais curto (3 semanas) de CsA, acompanhados por uma diminui¢do
significativa das depuracdes de creatinina e de ureia (P<0,05) (Figura 15A a 15D). O
tratamento com CsA a longo prazo promoveu um aumento adicional dos valores
séricos de creatinina e de ureia, acompanhados por uma diminuigdo da depuracdo da
creatinina (P<0,05) (Figura 15A a 15D). Adicionalmente, verificou-se uma reducgéo da
taxa de filtracao glomerular ap6s 3 semanas de tratamento (P<0,05). Para além disso,
a CsA promoveu um aumento da peroxidacéo lipidica no tecido renal no modelo de
curto prazo, com agravamento ao longo do tempo (P <0,05) (Figura 15E). Quanto a
depuragdo do MDA, verificou-se um perfil antagénico, pois diminuiu no tratamento

curto (P<0,05) e aumentou no tratamento longo (Figura 15E).
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Figura 15. Marcadores séricos, urinérios e tecidulares de (dis)funcéo renal. Niveis séricos de
creatinina (A) e sua depuragdo (B), niveis séricos de ureia (C) e sua depuracdo (D),
concentracdo renal de MDA (E) e a sua depuracdo (F), durante os tratamentos. Valores em
médias * e.p.m. * P<0,05 e ** P<0,01 em rela¢c&o ao grupo controlo.

3.6. Analise histomorfolégica do tecido renal

A leséo renal foi analisada a nivel vascular, glomerular e tubular, através de
cortes de rim corados com H&E e PAS. Apesar do aumento significativo de alguns
marcadores da funcgdo renal, o tratamento com CsSA a curto prazo ndo promoveu
modificagbes morfolégicas importantes no tecido renal em compara¢cdo com 0 grupo
controlo. No entanto, 9 semanas de exposicdo a CsA revelaram importantes
mudancas estruturais no rim (vasos, glomérulos e tubulos), indicativas de evidente
nefrotoxicidade. As principais alteracfes encontradas em comparagdo com 0 grupo
controlo estdo representadas na Figura 16. ApOs exposicdo a CsA durante 9 semanas
foi verificada a presenca de hiperemia, vacuolizac&o arteriolar e congestdo vascular
(aumento significativo em relacdo ao controlo), sendo a arterioloesclerose a principal

lesdo vascular observada, em comparagdo com 0s rins dos animais controlo (Figura
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16B e 16A, respectivamente). Quanto as lesbes glomerulares, 0s principais resultados
(P<0,05) foram a presenca de expansao mesangial, hialin6se do pdlo vascular e
espessamento da capsula de Bowman (representada na Figura 16G), em comparacao
com os rins de ratos controlo (Figura 16F). Para além de vacuolizacéo tubular, outras
lesBes tubulares foram encontrados, incluindo a presenca de cilindros hialinos,
infiltrado inflamatorio e calcificacdo tubular (representada na Figura 16L), versus o
normal perfil nos tibulos dos ratos controlo (Figura 16K). As Figuras 16C, 16H, 16M
mostram as diferencas estatisticamente significativas  encontradas para
arteriosclerose, espessamento da capsula de Bowman e calcificagéo tubular nos rins
dos animais tratados com CsA durante 9 semanas.

A fibrose renal foi avaliada utilizando a coloracéo de tricromio de Masson. Nos
rins de ratos tratados com veiculo, a deposi¢cao de colagénio (cor azul) era rara nos
glomérulos, e uma pequena quantidade de manchas apareceram junto da membrana
tubular externa e em torno dos vasos (Figura 16l, 16N e 16D, respectivamente).
Depois de 9 semanas de tratamento com CsA, foi detectada forte coloragéo azul em
volta dos tubulos (no cortex e na medula), indicando a presenca de fibrose
tubulointersticial difundida (Figura 160). A marcagdo azul em volta das capsulas de
Bowman (Figura 16J) € indicativa de deposicdo de colagénio que leva a um
espessamento da propria capsula com o decorrer do tempo. Para finalizar, em redor

dos vasos a CsA também induziu a deposi¢éo de colagénio (Figura 16E).
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Figura 16. Avaliacao histomorfolégica das lesdes renais apdés 9 semanas. Microfotografias
representativas de secg8es histomorfoldgicas renais com coloragdo PAS para o grupo Controlo
(A, F, K) e grupo tratado com CsA durante 9 semanas (B, G, L). A imagem A representa uma
arteriola renal normal do grupo controlo e B representa arterioloesclerose, presente em todos
0s ratos tratados com CsA. F e G mostram uma capsula normal do grupo controlo e
espessamento da capsula de Bowman no grupo com CsA, respectivamente. K e L séo
imagens de tubulos normais e calcificacdo tubular nos ratos controlo e tratados com CsA,
respectivamente. C, H e M representam o indice de cada les&o renal para os grupos controlo e
CsA. Microfotografias da coloracdo de tricromio de Masson representativas dos grupos
Controlo (D, I, N) e CsA (E, J, O) no tratamento longo, mostrando o padréo de deposi¢éo de
colagénio. A imagem E mostra arterioloesclerose e deposicdo de colagénio em torno da
arteriola e veia no rim; J e O representam a deposi¢do de colagénio em torno da cépsula de
Bowman e fibrose tubulointersticial, respectivamente. Cada barra representa 25 pm de
ampliacéo.
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3.7. Expressdo geénica renal de marcadores de proliferacéo,

fibrose, inflamacéo e angiogénese

Foram avaliados varios marcadores de proliferacao, de fibrose, de inflamagéo e
de angiogénese em termos de expressdao de ARNm em rim em ambos os modelos
(tratamento curto e longo), em comparacdo com 0s respectivos controlos. Apds 3
semanas de tratamento com CsA, foi encontrada uma sub-regulacao significativa do
antigénio identificado pelo anticorpo monoclonal de Ki67 (MKi67) (Figura 17F). Para
além disso, verificou-se um aumento significativo da expressdo de ARNm do antigénio
nuclear de proliferacdo celular (PCNA), da proteina p53 (TP53), do factor de
crescimento transformante beta-1 (TGF-8,), do alvo para a rapamicina em mamifero
(mTOR), acompanhados por uma tendéncia para aumento na expressdo do factor
nuclear kappa B (NF-kB) (Figura 17). Por outro lado, no tratamento com CsA a longo
prazo, a expressdo de PCNA, TP53, TGF-B8; e de NF-kB permaneceu inalterada
versus o controlo. No entanto, e surpreendentemente, a expressdo de ARNm de
MKi67 e de mTOR estava notavelmente aumentada em contraste com o que foi
observado com a exposi¢do de curto prazo a CsA (Figura 17E e 17F).

Relativamente aos marcadores de inflamacéo e de angiogénese, tanto a curto
como a longo prazo, nos ratos tratados com CsA verificou-se uma diminuicdo da
expressdo de ARNm de ciclooxigenase-1 e ciclooxigenase-2 (COX-1 e COX-2), da
proteina C reactiva (PCR), do factor de necrose tumoral alfa (TNF-a) e do factor de

crescimento do endotelial vascular (VEGF) (Figura 18).
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Figura 17. Expressédo genética (ARNm) de marcadores de proliferagdo no rim. PCNA (A), TGF-
B1 (B), TP53 (C), NF-kB (D), mTOR (E) e Mki67 (F) para os grupos controlo e tratados com
CsA, nos modelos de curto e longo prazo. Valores em médias de % do controlo + e.p.m. *

P<0,05, ** P<0,01 e *** P<0,001 versus o grupo de controlo de cada um dos modelos;

##

P<0,01 e " P<0,001 versus 0 modelo CsA de custa exposicdo. Mki67, antigénio identificado
pelo anticorpo monoclonal Ki-67; mTOR, alvo da rapamicina em mamiferos; NF-«B,, factor
nuclear kappa Beta-1; PCNA, antigeno nuclear de proliferacdo celular; TGF-B,, factor de
crescimento transformante beta-1; TP53, proteina p53.

cgereno,l;wé (2011, )

105



PARTE EXPERIMENTAL
Capitulo VI — Transi¢do de disfungao renal induzida por ciclosporina para nefrotoxicidade

(@]
)
(@]
b
m

COX-1
2504 ## 40 # 504
200
150
100+

ST Lo

do gene (%)

expressao

expressao

expressédo do gene (%)
8 o
T T
do gene (%)
?

-504

-100- -100- -100-
Controlo ~ CsA Controlo  CsA Controlo ~ CsA Controlo  CsA Controlo  CsA Controlo  CsA
Curto Longo Curto Longo Curto Longo

B VEGF D COX-2 F IL-18

504 404 504
g = g
< *k%k ## S >
Py M T T S 20 Py
c c c
g 0 —F— = ! g o g 0 o — T
=] I3 [}
he] o kel
o 1% o

_20<
5 -50] 3 504
(%] [0 [%]
2 C 40 It
Q. [T o
x (=2} x
) )
-60- -100-
Controlo  CsA Controlo  CsA Controlo  CsA Controlo  CsA Controlo  CsA Controlo  CsA
Curto Longo Curto Longo Curto Longo

Figura 18. Expresséo genética (ARNm) de marcadores de inflamacéo e angiogénese no rim.
COX-1 (A), VEGF (B), PCR (C), COX-2 (D), TNF-a (E) e IL-18 (F) para os grupos controlo e
tratados com CsA, nos modelos de curto e longo prazo. Valores em funcdo da média de
percentagem do controlo + e.p.m. * P<0,05, ** P<0,01 e ** P<0,001 vs o grupo controlo de
cada um dos modelos; * P <0,05 e * P<0,01 versus o modelo CsA de curta exposigéo. COX-1,
ciclooxigenase-1; COX-2, ciclooxigenase-2; PCR, proteina C-reativa; IL-1, interleucina 1 beta;
TNF-q, factor de necrose tumoral alfa; VEGF, factor de crescimento do endotélio vascular.

3.8. Expresséo proteicade mTOR no rim por imunohistoquimica

Em consonancia com os resultados de ARN mensageiro, a expressao da
proteina mMTOR aumentou nos ratos tratados com CsA, havendo um aumento
moderado apds o tratamento a curto prazo, com uma area de coloracdo de 25% a
50% e intensidade grau 2 (Figura 19A4) na regido tubular, sem significativa marcacao
de area e intensidade na regido glomerular (Figura 19A3). Observou-se uma
expressado mais pronunciada no tratamento com CsA a longo prazo, com >75% de
area corada com marcacdo (grau 3) e um grau de intensidade 1 nos glomérulos

(Figura 19B3) e com >75% de coloragao (grau 3) e grau de intensidade 2 (Figura

3ereno,l<‘mé (2011, ) 106



PARTE EXPERIMENTAL
Capitulo VI — Transi¢do de disfungao renal induzida por ciclosporina para nefrotoxicidade

C9B4) na regido tubulointersticial, em comparacdo com os ratos do grupo controlo

correspondente de 3 e 9 semanas (Figura 19A1 e 19B2).
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Figura 19. Expressédo da proteina mTOR no rim. Fotos de imunohistoguimica representativas
do grupo controlo (A1, B1) e tratado com CsA (A2, B2), ap0s os tratamentos de curto e longo
prazo (3 e 9 semanas, respectivamente). Quantificagdo da &rea e intensidade de coloracéo na
regido glomerular (A3, B3) e na regido tubulointersticial (A4, B4). Cada barra representa 50
pm.
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4. Discussao

A ‘“gestdo clinica” da nefropatia induzida pela CsA inclui actualmente
estratégias terapéuticas de minimizacao da sua utilizacdo ou substituicdo por outros
medicamentos supostamente menos nefrotdéxicos e que possam minimizar também a
dislipidemia e a hipertensdo arterial concomitantes. Apesar da procura continua de
terapias alternativas, os inibidores da calcineurina permanecem como 0s agentes
imunossupressores mais utilizados e mais eficazes [Gasto net al., 2009]. De acordo
com os dados de Sanchez-pozos e colegas (2010), 94% dos pacientes transplantados
renais eram tratados com um inibidor da calcineurina, como terapia base da
imunossupressao. A calcineurina é uma proteina fosfatase dependente da via
Ca?'/calmodulina que tem sido implicada na hipertrofia de varios tipos de células
[Reddy et al., 2011]. Até que o0s mecanismos moleculares subjacentes a
nefrotoxicidade induzida pela CsA estejam totalmente elucidados, a escolha do
momento mais adequado para promover a substituicdo (conversdo mais precoce ou
tardia) por outro farmaco menos nefrotéxico, bem como a escolha de opgdes
terapéuticas anti-hipertensores, permanecerdo como opg¢des mais ou menos empiricas
que visam o controlo da presséao arterial, 0 acompanhamento dos efeitos secundarios
e a limitacdo de potenciais interferéncias com a imunossupressao por si s, sem
capacidade para interferir especificamente com as causas exactas daqueles efeitos.
Nestas condicdes, a insuficiéncia renal e o risco cardiovascular vao progredindo até as
consequéncias mais graves: perda do enxerto e/ou evolugcdo das complicacbes
cardiovasculares, que poderdo levar a morte. Nas Ultimas décadas tem havido uma
clara mudanca de atitude na terapéutica associada ao transplante, com especial
atencdo para a funcéo renal a longo prazo e a melhoria da qualidade geral de vida.

Neste contexto, a descoberta dos mecanismos moleculares subjacentes ao uso da
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CsA por um periodo mais curto e/ou mais longo é essencial, e depende em grande
parte de estudos experimentais, como 0 recurso a modelos animais.

Nesta fase do trabalho pretendemos contribuir para a elucidacdo dos
mecanismos subjacentes a toxicidade induzida pela CsA em duas fases especificas
importantes na evolucdo da doenca: quando a funcéo renal se encontra ligeiramente
alterada mas ainda sem alteragdes histologicas (disfuncdo renal), e ap6s o
desenvolvimento de lesGes estruturais em todas as regibes do rim (vasculares,
glomerulares e tubulointersticiais), ou seja, ha presenca de nefropatia. Assim, esta
parte do estudo teve como principal finalidade esclarecer as vias e identificar possiveis
biomarcadores envolvidos na transicdo de disfuncdo renal induzida pela CsA para a
nefrotoxicidade, num modelo animal de rim nativo. Para isso, criamos 2 tratamentos
com a mesma dose, mas duracbes diferentes. No primeiro, ao qual chamamos
tratamento “curto”, os animais foram sujeitos a terapia com CsA durante 3 semanas;
no segundo, que designamos de tratamento “longo”, com uma exposi¢cdo durante 9
semanas. No final dos tratamentos foram analisados soro, urina e amostras de tecido
renal, para investigar marcadores bioguimicos, histopatolégicos e de expressao génica
e proteica, que possam ser possiveis candidatos para actuar como modeladores na
evolucdo da nefropatia induzida pela CsA.

Ainda que este ndo seja um modelo com rins transplantados, podemos estimar
indirectamente a actividade imunossupressora dos tratamentos com CsA com a dose
usada através dos valores dos linfécitos T. Verificou-se que no tratamento curto os
valores de leucdcitos e de linfécitos T permaneceram inalterados, mas o conteddo em
linfocitos T CD4'CD25" — um marcador de células T auxiliares activadas — foi reduzido
significativamente. Por outro lado, uma exposicao longa a Ciclosporina provocou uma
reducdo significativa no numero de linfécitos T, com uma tendéncia para uma
diminuicdo das células T citotoxicas activadas (CD8'CD25"). Sabe-se que a

ciclosporina é muito eficaz na inibicdo da producéo de interleucina-2 (IL-2) — uma das
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interleucinas responsaveis por amplificar as respostas das células T citotoxicas; neste
caso particular, o tratamento diminuiu os niveis séricos de IL-2, 0 que esta de acordo
com os dados da literatura [Colombani et al.,, 1987; Mattila et al., 1996]. Estes
resultados foram obtidos com uma dose de CsA que é capaz de originar uma
concentracao sanguinea de CsA “de vale” que mimetiza as concentrac@es obtidas na
pratica clinica para a imunoterapia pos-transplante com CsA de manutenc¢do. Uma vez
que a rejeicdo aguda do enxerto é uma das principais preocupacdes na gestdo do
doente transplantado, a conversado da ciclosporina para um outro farmaco, a fim de
reduzir a nefrotoxicidade, s6 deve ser realizada assegurando que a rejeicdo €
impedida. Os nossos dados apoiam a ideia de que uma exposi¢cdo mais longa de CsA
esta associada a uma melhor eficacia imunossupressora, pelo menos quando
analisada em termos de populacao de linfécitos T.

Trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo demonstraram que a mesma
dose de CsA em ratos ja promove alguns efeitos secundarios graves, como
hipertensédo e dislipidemia, com apenas 2 semanas de tratamento [Reis, 1999; Reis,
2005]. O presente trabalho reforca estes dados, mostrando que os efeitos adversos
foram agravados num tratamento a longo prazo, distinguindo-se a trigliceridemia e a
hiperglicemia sugerindo, a semelhanca de dados clinicos, um aumento do risco
cardiovascular com o aumento da duracdo de exposicdo. Um perfil semelhante foi
observado para o desenvolvimento de hipertensdo e taquicardia, que também sao
agravados ao longo do tempo. Embora a taquicardia possa ser atribuida a uma
sobreactivagdo do sistema nervoso simpatico [Sander et al., 1996; Reis et al., 2005],
0S mecanismos subjacentes a hipertensdo induzida pela ciclosporina tém sido
descritos como multifactoriais. O aumento da presséao arterial sanguinea podera estar
associado a varios aspectos, nomeadamente a hiperreactividade plaquetar, reducao
da expresséo e actividade de vasodilatadores, tais como 0 monéxido de azoto (NO) e

a prostaciclina, e aumento da actividade das espécies vasoconstritoras, tais como a
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endotelina-1, o tromboxano-A2, a serotonina ou a noradrenalina [Sander et al., 1996;
Reis et al., 1999; Reis et al., 2000; Reis et al., 2007]. Para além disso, a activagcao do
sistema renina-angiotensina-aldosterona e o stresse oxidativo também foram
identificados como contribuintes importantes para as alteracbes cardiovasculares
subjacentes ao desenvolvimento de hipertensdo arterial [Lassila et al., 2002; Reis et
al., 2007]. No entanto, diversas linhas de evidéncia sugerem que o desequilibrio
vasomotor renal pode ser a principal origem da hipertenséo arterial e da nefropatia
[Varizi et al., 1998; Zhang et al., 2000]. Embora a nefrotoxicidade induzida pela CsA
esteja a ser estudada ha varias décadas, os mecanismos moleculares precisos
continuam por ser totalmente elucidados e este problema permanece em aberto [Reis,
2010]. Na pratica, esta continua a ser uma das principais preocupagfes na pratica
clinica em relagédo a imunoterapia no doente transplantado.

O mecanismo de acc¢ao da CsA esta profundamente relacionado com a inibi¢cao
de factores de transcri¢é@o, incluindo o NFAT, um factor de transcri¢cdo sensivel a CsA
e que esta implicado na inducdo de genes de citoquinas e que é essencial para a
expressdo do gene da IL-2 e consequente formacdo e maturacdo de linfocitos T,
necessarios para a resposta imune [Rao et al., 1995]. As isoformas do NFAT néo séo
unicamente especificas das células T e a inibicdo desta via pela CsA esta na origem
da toxicidade para além da sua caracteristica priméria, a imunossupresséo [Liu et al.,
2007]. No entanto, pouco se sabe ainda sobre a influéncia da exposicdo de CsA a
curto versus longo prazo na expressao génica renal, particularmente de varios
mediadores importantes de fibrose, de proliferacéo, de inflamacdo e de angiogénese,
que sdo vias fundamentais na deterioragcdo do tecido renal [Wang et al., 2010;
Martinez-Garcia et al.; 2012; Stemmer et al., 2012]. Uma vez que a duracdo do
tratamento com CsA se reflecte nos niveis da sua toxicidade, este estudo pretendeu

contribuir para elucidar a influéncia dos tratamentos de curto e longo termo com CsA
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na fungéo e estrutura (lesdo renal), recorrendo a marcadores classicos e a mediadores
emergentes, utilizando a expressdo génica e proteica renal, dados séricos e urinarios.
Quanto a caracterizacdo bioquimica renal, constatamos que os marcadores
séricos classicos de disfuncdo renal (creatinina e ureia) ja estdo significativamente
aumentados apds 3 semanas de tratamento, registando-se um aumento adicional com
a exposicdo prolongada de CsA. Variacdo semelhante foi encontrada para a
peroxidacgdo lipidica do tecido renal, bem como, e de particular relevancia, em relacao
as lesdes renais. Portanto, apesar do aumento da creatinina e ureia séricas apos a
terceira semana de terapia com CsA, acompanhado pela diminuicdo das taxas de
depuragéo de creatinina, de ureia e de MDA (um marcador de peroxidacgéo lipidica),
bem como da taxa de filtragdo glomerular, apenas pequenas variagdes na estrutura
renal foram identificadas (tecido ausente de lesdes ou de grau insipiente). No entanto,
apés a exposicao longa de CsA foram observadas lesbes significativas a nivel
glomerular, tubular e vascular. Os marcadores renais utilizados na prética clinica (taxa
de filtrac&o glomerular, creatinina e ureia séricas e as suas taxas de depuragao), foram
confirmados com estando alterados neste estudo. Além disso, observou-se uma
variagao interessante dos niveis de MDA entre as 3 e as 9 semanas de tratamento
com a CsA. O aumento significativo da depuracdo de MDA observado no nosso
modelo levanta algumas questfes. Em 1989, Knight e seus colegas detectaram niveis
elevados de MDA na urina de doentes transplantados, mas os autores do estudo nao
foram capazes de identificar a causa destas observacdes, sugerindo que poderia
surgir de: (a) peroxidacao lipidica renal directamente relacionada com a terapia com
ciclosporina/azatioprina, (b) aumento da peroxidacao lipidica devido a uma resposta
imunolégica ao enxerto renal ou (c) uma combinacdo dessas possibilidades. Os
nossos dados sugerem que a depuracdo do MDA pode ser um marcador de
nefrotoxicidade da CsA, uma vez que o aumento desta medi¢do coincide com o

momento em que as primeiras lesdes renais surgem de forma clara. Para além disso,
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0 stresse oxidativo pode promover a formacdo de uma variedade de mediadores
vasoactivos [Garcia-Cohen et al.,, 2000] que podem afectar a funcdo renal
directamente, causando vasoconstricdo renal, ou diminuindo o coeficiente de
ultrafiltracdo capilar no glomérulo, reduzindo assim a taxa de filtracdo glomerular. As
actuais técnicas de diagnéstico usadas para detectar a nefrotoxicidade da CsA séo
ainda insuficientes. A estimativa da TFG pode ser um indicador insensivel, uma vez
que depende de varios factores, incluindo a idade e factores sanguineos. A creatinina
e a ureia parecem ter um valor de diagndstico pobre [Dieterle et al., 2010]. Para além
disso, a relacdo entre a proteindria e a nefrotoxicidade da CsA é algo complexa, o que
limita a sua fiabilidade como indicador precoce de nefropatia [O’Connell et al., 2011]. A
peroxidacgédo lipidica surge como resultado da reaccao de lipidos multi-insaturados com
agentes oxidantes, promovendo o stresse oxidativo nas estruturas renais. O MDA
urinario reflecte a presenca de lesdes renais, o0 que pode ser a causa ou a
consequéncia de peroxidacdo lipidica. Portanto, a correlacdo entre a depuragdo de
MDA e o grau de lesdo renal pode ser uma boa estratégia para identificar a
nefrotoxicidade precoce da CsA.

Em relacdo aos mecanismos moleculares envolvidos na disfungdo renal
observada no tratamento curto versus a nefrotoxicidade ja patente no tratamento
longo, alguns estudos sugerem que as lesbes glomerulares e tubulares graves,
incluindo a atrofia, a fibrose, a inflamacgéo e a esclerose, estdo ligadas a importantes
mediadores, tais como um aumento da resposta inflamatéria, com activacao de NF-Kp,
e um aumento da libertacdo de TGF-B;, que medeia a nefropatia por processos de
fibrose e apoptose das células renais [Naesens et al., 2009; Li et al., 2009; Park et al.,
2010]. Versodes antigas e mais actuais dos possiveis mecanismos tém sido sugeridas,
mas a questao principal permanece ainda sem solucdo. No nosso modelo animal, o
tratamento com o inibidor da calcineurina a curto prazo foi principalmente associado a

uma sobre-regulacdo dos mediadores de fibrose e proliferacdo, a um aumento da
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expressao dos genes TGF-B; e PCNA, acompanhados por um ligeiro aumento na
expressdo de NF-KB, que tem sido identificado como sendo o mediador chave da
inflamacdo e da fibrose [Li et al.,, 2009; Park et al., 2010]. Para além disso, estas
alteracGes foram acompanhadas por uma possivel resposta compensatoria, uma vez
que os marcadores de inflamacédo (incluindo a COX-2, o TNF-« e a PCR), assim como
de proliferacdo celular (MKi67) e de angiogénese (VEGF), foram reprimidos, talvez
responsaveis pela atenuacdo do efeitos citotoxicos da exposicdo curta de CsA. A
sobre-expressdo de NF-KB e de TP53 pode ser incluida nesta resposta
compensatdria, uma vez que inibem a mTOR [Feng et al., 2005]. Nao obstante, com a
exposi¢cdo prolongada a CsA, a nefrotoxicidade evolui, tal como demonstrado pelo
guadro de alteragBes histologicas, facto que parece estar associado a outras vias
moleculares e mediadores. Na verdade, houve uma sobre-expresséo significativa de
MKi67, ao contrario do que foi observado apds o tratamento curto, o que sugere uma
diminuicdo de respostas contra-reguladoras. Isto foi acompanhado por um aumento
paralelo na expressdo do gene e da proteina mTOR, uma proteina cinase
serina/treonina importante na regulacdo do crescimento celular, proliferagédo,
motilidade, sobrevivéncia celular, sintese de proteinas e transcricdo de factores
[Laplante et al., 2012]. Dados recentes referem que a restauragdo completa da
morfologia e da funcdo renal pode ocorrer apés um episédio de lesdo renal aguda
induzida por leséo isquémica ou téxica. A regeneracdo renal depende, em parte, da
capacidade das restantes células viaveis tubulares para proliferar e restaurar o epitélio
tubular lesionado [Li et al., 2009]. Como Lieberthal e colegas (2009) demonstraram, a
MTOR desempenha um papel importante na mediacdo do processo de regeneracao e
recuperacao, dependendo da extensdo do dano renal. Para além disso, a actividade
da mTOR é baixa ou ausente no rim normal, mas aumenta acentuadamente apos
lesdo renal aguda. Adicionalmente, a inibicdo da mTOR tem sido associada com uma

melhoria da fibrose renal, da glomeruloesclerose e da inflamacéao intersticial, tendo um
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papel importante na recuperacdo da doenca renal [Kramer et al., 2008; Lieberthal et
al., 2009; Che net al., 2012].

No que diz respeito a transplantacdo, os inibidores de mTOR tém sido
utilizados para substituir os inibidores da calcineurina, por causa dos seus efeitos
secundarios serem “idealmente” reduzidos, incluindo a nefrotoxicidade [Campistol et
al., 2005; Mota et al., 2005]. Os nossos resultados reforcam a ideia da substituicao
precoce de ciclosporina por inibidores de mTOR, ndo sO porque a exposi¢cdo
prolongada & CsA é notoriamente mais deletéria, promovendo a deterioracao renal
estrutural, mas também porque a sobre-expressdo da mTOR parece ser uma
caracteristica da exposi¢ao cronica a CsA. Muito recentemente, Luo e colegas (2013)
demonstraram que a rapamicina tem um potencial menos fibrogénico do que a
ciclosporina. Na presenca de doenga renal cronica, a rapamicina também retarda o
aparecimento de insuficiéncia renal e mesmo a progressao da fibrose renal reduzindo
a hipertrofia glomerular, diminuindo a producédo de citocinas pré-inflamatérias e proé-
fibroticas e a inflamacéo intersticial [Park et al., 2010]. Assim, a detec¢do precoce de
nefropatia induzida por CsA e a sua substituicdo por farmacos mais adequados — que
parecem ser o0s inibidores de mTOR — vai reduzir muito o risco de nefropatia cronica
do enxerto e melhorar os resultados em doentes transplantados.

Estudos futuros deverdo centrar-se no impacto que tera um protocolo de
conversdo da CsA para o SRL em termos renais. Para além disso, é urgente identificar
biomarcadores que auxiliem na monitorizacdo pré e pds conversdo, em amostras nao
invasivas e que tenham correlacdo com o que é verificado estruturalmente no rim, de
forma a possibilitar a redugdo do risco de nefropatia cronica de alotransplante,

melhorando assim os resultados em pacientes transplantados.
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1. Introducéao

Os inibidores da calcineurina, como a ciclosporina, sdo farmacos
imunossupressores clinicamente importantes para a prevencao da rejeicdo do enxerto
apos o transplante de 6rgaos e também no tratamento de varias doencgas autoimunes,
tais como a psoriase, a artrite reumatéide, o lUpus eritematoso sistémico, entre outras
[Young et al., 1994; Paziana et al., 2013]. Apesar da notavel redu¢do no numero de
episodios de rejeicdo aguda apoés a introducdo da CsA na prética clinica, a terapia de
longo prazo é tipicamente associada ao aparecimento de nefrotoxicidade induzida pelo
farmaco [Lebrancgu et al., 2011].

Evitar o uso de inibidores da calcineurina, em particular da CsA, na
imunoterapia apos transplante, tem sido visto como uma opg¢do invalida por quase
todos os centros de transplantacdo a nivel mundial, principalmente por causa dos
riscos de rejeicdo a curto prazo. Um dos principais objectivos a longo prazo da
terapéutica imunossupressora pos-transplante é a reducdo do tempo de exposi¢céo ao
farmaco, mantendo o enxerto funcional, minimizando os graves efeitos secundarios,
incluindo as infecgBes e a nefrotoxicidade [Dummer et al., 2012]. Vérias estratégias
tém sido tentadas como forma de minimizar os efeitos nefastos da CsA [Barbari et al.,
2007]. A reducédo da dose esta associada a uma melhoria modesta na funcdo renal,
mas a nefrotoxicidade induzida pela CsA é progressiva ao longo do tempo quando a
exposi¢do ao farmaco é mantida. Evitar completamente o uso da CsA est4 associado
a maiores taxas de rejeicdo aguda e ndo tem sido uma opgéao. Assim, os protocolos de
eleicdo da comunidade médica centram-se hoje na conversdo da ciclosporina para
outros farmacos, como o sirolimus (SRL), um inibidor do alvo da rapamicina em
mamiferos (MTOR) [Mota et al., 2005; Gordois et al., 2006; Campistol et al., 2009]. A
conversdo mais tardia de CsA para SRL obteve resultados variaveis, possivelmente

porque a retirada foi realizada apds os danos renais jA& serem muito extensos e
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irreversiveis. A conversdo precoce, por outro lado, antes de lesdo renal significativa,
esta associada a melhorias em geral, incluindo da depuracao da creatinina e de alguns
marcadores de fibrose, assim como a diminuicdo da lesdo crénica do enxerto.
Contudo, esta a questdo esté longe de ser consensual, como o estudo CONVERT o
demonstrou [Marti et al., 2005; Boratynska et al., 2006; Ranga net al., 2006;
Bunnapradist et al., 2009]. Apesar da literatura recente apontar para o aparecimento
de proteindria induzida pelo SRL, este farmaco tem sido indicado como um agente
imunossupressor menos nefrotéxico, por si sO, quando comparado com os inibidores
da calcineurina [Weir et al., 2010; Almeida et al., 2013], mas a sua utilizacdo depois da
CsA tem um impacto sobre a funcdo e a estrutura renal que deve ser melhor
elucidado. O principal dilema hoje em dia é encontrar a duragéo mais adequada para a
exposi¢cdo da CsA e o momento apropriado para a substituicdo por outros farmacos
menos nefrotoxicos, como o SRL, a fim de se obter uma renoprotecgdo sem
comprometer o enxerto devido a episédio de rejeicdo aguda.

Sendo a nefrotoxicidade um importante contribuinte para o dano do enxerto
ao longo do tempo, é crucial entender o impacto renal dos protocolos de converséo de
CsA para SRL e identificar biomarcadores precoces para a toxicidade induzida pela
CsA, e de seguimento pds-conversdo para SRL, a fim de melhorar as estratégias
terapéuticas apés o transplante, por forma a aumentar a sobrevida do enxerto a longo
prazo e reduzir as taxas de mortalidade associadas a factores cardiorenais. Os
estudos experimentais em tecidos animais sdo essenciais para elucidar essas
gquestdes e ajudar a identificar a relevancia de biomarcadores emergentes associados
ao dano renal para esta situacdo especifica, como o NGAL, o Kim-1, e o CTGF, entre
outros. Esta identificagdo permitirA melhorar o conhecimento sobre a forma mais
adequada de lidar com a nefropatia associada aos farmacos em questéao.

A parte A deste trabalho permitiu concluir que o0s mecanismos, e 0S
biomarcadores, que estdo envolvidos nos efeitos adversos da CsA sobre o tecido renal

ndo sdo 0s mesmos a curto e a longo prazo. Para além disso, um estudo preliminar
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mostrou que a conversao mais precoce de CsA para SRL promove um melhor perfil
cardiorenal em relagdo a conversdo mais tardia [Sereno, 2012]. Nesta parte do estudo
pretendeu-se clarificar a evolucdo da nefropatia num protocolo de converséo precoce
de CsA para SRL em rato, recorrendo a amostras de soro, urina e a expressao de
genes e proteinas no tecido renal, como possiveis marcadores da evolucdo da

disfuncéo e leséo renal.
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2. Modelo animal

Neste estudo foram usados ratos Wistar machos, com 11 semanas de idade
adquiridos a Charles River Laboratories (Barcelona, Espanha). Durante o estudo, 0os
ratos foram alojados (dois animais por gaiola) em gaiolas apropriadas, submetidos a
ciclos de 12h de luz/escuriddo e com racdo adequada ao tipo de estudo e animal (IPM-
R20, Letica, Barcelona, Espanha), tendo livre acesso a bebida (Agua). Quarenta e dois
animais foram divididos em dois protocolos, de acordo com o periodo do tratamento
(Figura 20). Dezoito animais foram utilizados num protocolo de 3 semanas de
tratamento, divididos em 3 grupos: Controlo (veiculo: sumo de laranja), ciclosporina (5
mg/Kg/dia de Sandimun Neoral®, Novartis Farma Produtos Farmacéuticos SA, Sintra,
Portugal) e Sirolimus (1 mg/kg/dia de Rapamune®, Laboratérios Pfizer Lda., Lisboa,
Portugal). Vinte e quatro animais foram utilizados num protocolo de 9 semanas de
tratamentos e divididos em 4 grupos: Controlo (veiculo), ciclosporina A (5 mg/Kg/dia),
sirolimus (1 mg/kg/dia) e Conversao (ciclosporina A, 5 mg/Kg/dia, durante 3 semanas
e Sirolimus, 1 mg/kg/dia, durante as Ultimas 6 semanas). Os tratamentos foram
administrados por sonda esofégica e o peso corporal foi monitorizado diariamente. As
experiéncias nos animais foram realizadas de acordo com as Directivas do Conselho
Europeu para a experimentacdo animal (2010/63/EU) e as autoridades nacionais,
sendo o estudo aprovado pelo comité de ética local para estudos de investigacdo em
animais. Os animais foram mantidos num biotério certificado, em gaiolas individuais
ventiladas, com as medidas adequadas para o bem-estar animal e reducdo do
sofrimento durante os procedimentos, incluindo enriquecimento ambiental e

anestesia/analgesia.
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Controlo Veiculo (Sumo de laranja)
CsA A g/kg/dia - Sand coral’
SRL SRL 1 mg/kg/dia - Rapamune®
Conversao A SRL 1mg/kg/dia
0 3 9

Tempo (semanas)

Figura 20. Diagrama ilustrativo dos grupos em estudo e protocolo dos tratamentos.

3. Resultados

3.1. Concentracao sanguinea dos farmacos

Foram obtidas concentragbes sanguineas “de vale” (seguindo os trabalhos
anteriores realizados no instituto [Reis et al., 1999] de CsA (367,0 + 45,5 ng/ml) e de
SRL (de 7,8 = 1,9 ng/ml) que se encontravam dentro do intervalo obtido em humanos

sob terapia imunossupressora com CsA e SRL.

3.2. Monitoriza¢éo do peso corporal

O peso corporal foi monitorizado durante as 9 semanas de tratamento (Figura 21). Os
animais tratados com CsA apresentaram um perfil de peso corporal semelhante ao
dos animais do grupo controlo. No entanto, os grupos tratados com SRL
demonstraram uma reducdo do peso corporal ao longo dos tratamentos, o que foi
notério quando administrada isoladamente, bem como quando a CsA foi substituida

por SRL as 3 semanas de tratamento no grupo de conversao.
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Figura 21. Evolucdo do peso corporal durante as 9 semanas de tratamento (A) e variacdo de
peso corporal nas primeiras 3 semanas (B), das 3 as 6 semanas (C) e do inicio ao final do
tratamento (D). **P<0,001 versus grupo Controlo; *P<0,05, *P<0,01 e **P<0,001 versus
grupo CsA; 5P<0,05 e %%P<0,01 versus grupo SRL.

3.3. Dados bioquimicos e hematoldgicos

No que respeita ao perfil lipidico, a CsA induziu um aumento significativo
(P<0,05) na concentracdo sérica de triglicéridos, que nao foi evidente nos animais
tratados com SRL (Tabela 2). A concentracdo sérica de colesterol total tendeu a
aumentar em todos os grupos tratados em comparacdo com o grupo controlo, embora

as diferencas ndo alcancassem significado estatistico. Os ratos tratados com CsA
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mostraram hiperglicemia (P<0,05), que foi menos evidente nos 2 grupos de animais
que foram tratados com SRL (SRL e conversdo). Perfis semelhantes foram
encontrados para as actividades da creatina cinase e transaminase glutamico
oxalacética, sugerindo cardio e hepatotoxicidade em resultado do tratamento com
CsA, mas nao com SRL (Tabela 2).

Quanto aos dados hematolégicos, ndo foram encontradas diferencas
significativas quanto a contagem de eritrocitos, hematocrito, hemoglobina, nimero de
plaquetas e plaquetdcrito. No entanto, foi encontrada uma diminuigdo no nimero de
glébulos brancos no grupo tratado com CsA, que se manteve também reduzido no

grupo conversdao (Tabela 2).
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Tabela 2. Dados bioquimicos e hematol6gicos apds 9 semanas de tratamento.

Controlo CsA SRL Conversao
Parametros (veiculo) (5 mg/kg/day) (2 mg/kg/day) (CsA => SRL)
Dados bioquimicos
TGs (mmol/L) 1,13+£0,10 2,22 +0,20* 1,47 £ 0,15 1,22 +0,16"
Col. total (mmol/L) 1,27 £ 0,04 1,44 £ 0,05 1,47 +0,13 1,43 £ 0,06
Glucose (mmol/L) 8,34+1,04 16,42 £ 2,19* 13,38 £ 1,26 12,50+ 1,24
Acido trico (umol/L) 73,36 +12,06 97,55+ 29,42 160,60 + 21,17 79,70+ 11,38

CK (umol/L) 17342 + 1452 51094 + 20221 28356 + 8001* 23198 + 3017
TGO (IU/L) 69,67 +3,99 118,60 + 33,62 95,17 + 14,46 84,33 + 9,97

TGP (IU/L) 38,17+2,40 35,60 + 3,33 34,83 + 2,55 32,83 + 2,06

Dados hematolégicos

GVs (x10%/uL) 7,54 +0,12 7,84+0,21 8,29 + 0,23 8,10+ 0,18

HCT (%) 39,27 + 0,58 38,85 + 0,88 41,63 + 1,30 41,18 + 0,85

Hb (g/dL) 14,15 + 0,14 14,18 + 0,30 14,87 + 0,46 14,87 + 0,32

PLT (x10%/uL) 752,3 + 30,7 711,0 48,2 702,2 +57,9 685,5 + 37,3

PCT (%) 0,45 + 0,012 0,50 + 0,02 0,45 + 0,04 0,39 + 0,02

GBs (x10%/pL) 7,40+0,71 3,88 + 0,56* 8,35 + 1,01 4,73 +0,54%

Os valores representam a média + erro padrdo da média de um n=6 por grupo. *P<0,05,
**P<0,01 e ***P<0,001 versus grupo Controlo; “P<0,05 e *P<0,001 versus grupo CsA;
8p<0,05 e *°P<0,01 versus grupo SRL.

3.4. Presséao arterial e frequéncia cardiaca e peroxidacéo lipidica

no tecido cardiaco

Para além do aumento da actividade da CK no grupo tratado com CsA
verificou-se um aumento significativo da pressao arterial sistélica (P<0,001) (Fig. 22A).

Ainda no mesmo grupo, constatou-se uma concentracdo mais elevada (P<0,05) de
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MDA no tecido cardiaco, um indicador de peroxidacéo lipidica (Fig. 22B). Os animais
tratados com SRL também demonstraram um aumento significativo da PAS, porém em
magnitudes inferiores (P<0,01) aos registados com a CsA. A conversdo de CsA para
SRL revelou niveis mais baixos de PAS e peroxidagéo lipidica comparando com o

grupo tratado com CsA.
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Figura 22. Marcadores de cardiotoxicidade: Presséo arterial sistolica (A) e peroxidagéo lipidica
(concentracdo de malondialdeido) no coragédo (B), nos 4 grupos em estudo no final das 9
semanas de tratamento. Os valores representam a média + erro padrdo da média de um n=6
por grupo. *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001 versus grupo Controlo.

3.5. Avaliacao histomorfolégica no rim e marcacao de colagénio

A nefrotoxicidade foi confirmada pela andlise de lesdes vasculares,
glomerulares e tubulares, em cortes de rim corados com H&E e PAS. Apos 3 semanas
de tratamento com CsA apenas foram encontradas altera¢cdes morfologicas ligeiras
nos tabulos (vacuolizagéo tubular) quando comparadas com o grupo controlo (Figura
23). No entanto, maiores sinais de toxicidade foram identificados nos vasos uma vez
gue em alguns cortes de rim foi notéria a presenca de vacuolizacdo arteriolar e
hiperemia. O tratamento com SRL durante idéntico periodo, descrito na literatura como

menos nefrotdxico que a ciclosporina, surpreendente, revelou algumas lesdes a nivel
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vascular (congestdo e hiperemia) e tubular (vacuolizacdo e calcificacdo). O score
global das lesbes em cada campo mostrou que apenas o SRL foi capaz de induzir
importantes danos nos vasos (P<0,05) e tabulos (P<0,01) ap6s o primeiro periodo de
3 semanas (Figuras 24(al) e 24(cl)) .

O tratamento a longo prazo com CsA (9 semanas) promoveu alteracfes
relevantes nas varias estruturas do rim (vasos, glomérulos e tdbulos), as quais séo
consideradas sinais claros de nefrotoxicidade. As principais alteracdes encontradas
em comparacdo com o controlo estdo representadas na Figura 23. Na exposi¢ao longa
com CsA, foi identificada congestdo vascular, hiperemia vascular, vacuolizacdo
arteriolar e arterioloesclerose, sendo todas as variagdes estatisticamente significativas
em relacdo ao grupo controlo (Figura 23(A1-4)). O Sirolimus revelou um padrdo
semelhante ao encontrado para a CsA mas nao induziu arterioloesclerose. O protocolo
de conversdo nao promove qualquer vantagem no dominio vascular quando
comparados com o tratamento isolado com CsA, uma vez que apenas dois ratos do
grupo apresentaram arteriosclerose (graus 1 e 2).

A nivel glomerular, apoés 9 semanas de tratamento com CsA as principais
lesBes encontradas foram expansdo mesangial (P<0,01), hialinose do pélo vascular
(P<0,001) e espessamento da capsula de Bowman (P<0,001) em comparagdo com 0s
rins dos ratos do grupo controlo (Figura 23(b1-4)). No tratamento com SRL a Unica
lesdo significativa encontrada foi o espessamento da cépsula de Bowman,
confirmando um melhor perfil, também constatado no grupo da conversédo. Expansao
mesangial e hialinizacdo do polo vascular foram lesbes ausentes ou de grau baixo
comparativamente aos ratos tratados com CsA. No entanto, todos os ratos do grupo
de conversado apresentaram espessamento da membrana basal glomerular (P<0,05 vs
CsA). O score glomerular global mostrou claramente que o SRL é menos toxico do
gue a CsA (P<0,01) e isso reflectiu-se também num melhor perfil encontrado no grupo

conversao.
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A CsA induz danos tubulares e as principais lesdes identificadas foram
vacuolizacdo tubular e calcificacdo (P<0.001, ambos), em relacdo ao perfil normal
encontrado nos ratos do grupo controlo (Figuras 23(C1-4) e 24(C2-3)). No entanto, foi
identificada a presenca de cilindros hialinos e infiltrado inflamatorio em quase todos os
rins (grau 1, menos de 25% dos tabulos). O tratamento com Sirolimus apenas induziu
vacuolizacao tubular. Ainda assim, quando a utilizacéo da CsA precedeu o uso de SRL
(grupo de conversdo), a calcificacdo e vacuolizacdo tubulares permaneceram
presentes no mesmo grau encontrado no tratamento isolado com CsA. Contudo, ndo
foram detectados cilindros hialinos (P<0,05) nem infiltrado inflamatério nos rins do
grupo conversdo. A Figura 24(cl) d4 uma ideia global sobre a influéncia dos
tratamentos nos tdbulos, onde fica claro que a CsA promove maior dano tubular que o
SRL, e a conversdao da ciclosporina para SRL revelou-se benéfica no sentido de haver

menor grau total de lesGes nos campos glomerular e tubular.
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Figura 23. Avaliacdo semi-quantitativa das les6es vasculares (A), glomerulares (B) e
tubulointersticiais (C). Cada grafico representa uma lesdo para os 3 grupos na semana 3
(Controlo, ciclosporina A e Sirolimus) e 4 grupos na semana 9 (Controlo, ciclosporina A,
sirolimus e converséo). Os valores sdo média + e.p.m. * P<0,05, ** P<0,01 e *** P<0,001
versus grupo controlo; * P<0,05 e ** ¥ P<0,001, face ao grupo ciclosporina; $ P<0,05 e **
P<0,01 versus grupo Sirolimus. espessamento da CB, espessamento da capsula de Bowman;
Espessamento da MBG, espessamento da membrana basal glomerular.
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Figura 24. Score global das lesdes vasculares es (B1) e tubulointersticiais (C1)
e fotos representativas de sec¢des histomorfolégicos renais coradas com PAS e com tricrémio
de Masson, apdés 9 semanas de tratamento. A imagem A2 representa uma arteriola renal
normal do grupo de controlo e A3 arterioloesclerose, que estava presente em todos 0s rins
tratados com CsA. B2 e B3 representam uma capsula normal e pdlo vascular hialinizado com
espessamento da capsula de Bowman, dos grupos controlo e CsA, respectivamente. C2 e C3
imagens correspondentes a tubulos normais do grupo controlo e calcificagdo tubular nos rins
de ratos tratados com CsA, respectivamente. Fotomicrografias representativas de secdes
histomorfol6gicos renais com coloracéo tricromio de Masson no grupo Controlo (A4, B4 e C4) e
ciclosporina A (A5, B5 e C5), ap0s 9 semanas de tratamento. A CsA promove a deposicao de
fibras de colagénio em torno de arteriolas, capsulas de Bowman e tubulos (fibrose). Os valores
sd0 média + e.p.m. * P<0,05, ** P<0,01 e *** P<0,001 em relac&o ao grupo controlo; * P<0,05 e
##P<0,01 versus grupo ciclosporina.
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O colagénio é a principal proteina fibrosa insollvel na matriz extracelular e no
tecido conjuntivo e é claramente identificado na coloragdo com tricromio de Masson;
modificagbes na producédo do colagénio reflectem mudancgas celulares e consequente
disfuncdo renal. Nos rins de ratos controlo, o colagénio era raro nos glomérulos e
tdbulos, sendo detectada uma pequena quantidade de coloracdo azul tricromio em
redor dos vasos (Figuras 24(a4-5), 24(5-b4), 24(C4-5)). Apés 9 semanas de
tratamento com CsA, a coloracdo era claramente visivel nas extremidades exteriores
das células tubulares (cértex e medula), visualizando-se em perfeitas condicbes a
presenca de fibrose intersticial. Também foi notéria a deposi¢cdo de colagénio na
regido da capsula de Bowman, contribuindo este colagénio para aumentar a
espessura da mesma; em redor dos vasos também se verificou maior deposicao de
colagénio nos ratos tratados com CsA. Os grupos Sirolimus e converséo revelaram

coloracdo normal de colagénio (idéntica a encontrada no grupo controlo).

3.6. Avaliacdo da nefrotoxicidade através marcadores de soro,

urina e no tecido renal

Os marcadores classicos em soro que permitem avaliar a funcéo renal, como
a creatinina e a ureia, apresentaram um valor tendencialmente superior, ainda que néo
significativo, ap6s as 3 semanas de tratamento com CsA, bem como uma tendéncia
para diminuicdo das taxas de depuracdo de creatinina e ureia (Figuras 25(a), 25(b),
25(d) e 25(e)), respectivamente). Para além disso, a CsA mostrou uma tendéncia para
diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG). Por outro lado, foram detectados
valores inalterados para o Grupo SRL para todos os marcadores de soro e urina. A
longo prazo (9 semanas), o tratamento com CsA apresentou uma tendéncia de
agravamento da creatinina e ureia séricas; para além disso, a TFG e a razdo peso do
rim/peso corporal estavam tendencialmente diminuidas, enquanto a concentracdo de

MDA no tecido renal e a sua taxa de depuracdo aumentou significativamente (P<0,05).
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A principal mudanca encontrada no tratamento com SRL apés 3 semanas foi a
presenca de proteindria, com um aumento notério apés 9 semanas, indicando um
efeito dependente do tempo de tratamento. O protocolo de converséo revelou uma
normalizacdo dos marcadores classicos (creatinina e ureia no soro e clearances);
mantendo-se inalterada a TFG, a concentracdo urindria de proteina e os niveis de

peroxidacao lipidica (Figura 25).
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Figura 25. Marcadores séricos, urinérios e tecidulares de funcdo renal. Niveis séricos de
creatinina (A) e respectiva clearance (D), niveis de ureia em soro (B) e respectiva clearance
(E), taxa de filtracdo glomerular (C), proteina urinaria (F), peroxidacao lipidica no rim (niveis de
malondialdeido) (G) e respectiva depuragédo (H) e razao do peso do rim sob o peso corporal (1),
as 3 e 9 semanas para todos os tratamentos. Os valores sdo média + e.p.m. * P<0,05 versus
grupo controlo; * P<0,05 em relacdo ao grupo Ciclosporina.
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O NGAL tem sido descrito na literatura como um possivel biomarcador de
nefrotoxicidade. O tratamento com CsA a longo prazo promoveu um aumento da
concentracd@o desta proteina no soro (P<0,05) sem afectar os valores na urina e a taxa
de depuragédo. Os ratos tratados com SRL apresentaram um aumento de NGAL sérico
e urindrio, assim como de depuracao. O uso de SRL para substituir a CsA conduziu a
um aumento dos niveis de NGAL sérico e na urina em comparacdo com o grupo CsA
(P<0,05) (Figura 26(a), 26(b), e D7(c)). A Figura 26(d) mostra a correlacdo entre os
valores de NGAL no soro e na urina; curiosamente, com apenas seis amostras de
cada grupo, enquanto os grupos controlo e CsA foram incapazes de mostrar uma
correlagdo (de Pearson) significativa, no grupo SRL houve uma linearidade (r=0,627,
P=0,183), que foi ainda mais notdria e estatisticamente significativa no grupo de

conversao (r=0,905, P=0,034).
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Figura 26. Quantificacdo de NGAL em soro e em urina e sua correlacdo, como marcador de
toxicidade renal. Niveis de NGAL na urina (A), no soro (B), depuracéo (C) e correlagédo entre os
valores de NGAL no soro e na urina (D) as 9 semanas de tratamento. Os valores sdo a média
e.p.m. * P<0,05, ** P<0,01 e *** P<0,001 em relacéo ao grupo controlo; * P<0,05 em relacdo ao
grupo ciclosporina A.

3.7. Marcadores séricos de inflamacéao, proliferacéo e angiogénese

Neste modelo os valores séricos de proteina C reactiva de alta sensibilidade
permaneceram inalterados em todos 0s grupos com terapia imunossupressora as 3 e
9 semanas. No entanto, o tratamento com SRL fez aumentar os niveis de IL-1 no

tratamento mais curto enquanto a CsA provocou uma diminuicdo as 9 semanas
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(Figuras 27(a) e 27(b)). A concentracdo sérica de IL-2, um marcador de inflamacao e
de actividade imunossupressora, diminuiu apés 3 semanas de tratamento com SRL
(P<0,01). Reducéao idéntica (P<0,01) foi verificada as 9 semanas em todos 0s grupos
com terapia imunossupressora (CsA, SRL e conversdao) comparativamente ao grupo
controlo (Figura 27(c)). O contetdo sérico de VEGF diminuiu no tratamento de curta
duracdo para ambos os farmacos, com valores inalterados nos protocolos de longa
duracdo. Os niveis séricos de TGF-8 aumentaram ligeiramente as 3 semanas, e de
forma mais pronunciada ap6s 9 semanas de tratamento com CsA (Figuras 27(e) e
27(f)). Curiosamente, foi encontrado um padréo idéntico para os niveis de IL-7 no soro,
mostrando correlagdo significativa com os valores de TGF-B; séricos nos tratamentos
de curta e longa duracao (r=0,871, P=0,129; r=0,873, P=0,053, respectivamente, com

a correlagéo de Pearson).
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Figura 27. Marcadores séricos de inflamacédo, proliferacdo e angiogénese. Concentracdo
sérica de proteina C reactiva (A), interleucina-18 (B), interleucina-2 (C), factor de crescimento
do endotélio vascular (D), factor de crescimento transformante beta-1 (E) e interleucina-7 (F).
Os valores sdo média + e.p.m. * P<0,05 versus grupo controlo; * P<0,05 em relacdo ao grupo
ciclosporina A.

cgereno,l(‘wé (2011, ) 144



PARTE EXPERIMENTAL
Capitulo VIl — A conversdo para Sirolimus melhora a nefropatia induzida pela Ciclosporina

3.8. Expressdo génica no rim de marcadores de proliferacéao,

fibrose, inflamacédo e angiogénese

Foram avaliados varios marcadores de proliferacdo, fibrose, inflamacédo e
angiogénese por expressdo de ARN mensageiro no rim, as 3 e 9 semanas, para 0s
trés protocolos de imunossupressdo, em comparagdo com o grupo controlo (Figura
28). Apo6s 3 semanas de tratamento com CsA, verificou-se uma regulagdo negativa
significativa do antigénio identificado pelo anticorpo monoclonal de Ki67 (MKi67)
(P<0,001), PCR (P<0,01), TNF-a (P<0,05) e VEGF (P<0,01) (Figura 28). No entanto, a
expressao da IL-2, COX-2, mTOR e IL-18 permaneceram inalteradas. Para além
disso, verificou-se um aumento significativo da expressdo dos genes que codificam a
proteina do antigénio nuclear de proliferacdo celular (PCNA) e a proteina p53 (TP53)
(P<0,001), acompanhado por um ligeiro aumento (P<0,05) da expressdo de TGF-B; e
de NF-kB. Por outro lado, o inibidor da mTOR (SRL) apenas estimulou a expressao do
gene TP53 e regulou negativamente alguns marcadores inflamatérios (TNF-a, COX-2
e IL-1B). No tratamento mais longo de CsA quase todos os genes apresentaram uma
expressao normal comparativamente ao grupo controlo. No entanto, foi encontrada
uma sobre-expressdo significativa de IL-2, mTOR e Mki67. Nos grupos SRL e
conversao apenas os genes da mTOR e Mki67 permaneceram com sobre-expresséo,
em contraste com o que foi observado com as exposi¢cdes dos farmacos as 3 semanas

(figura 28).
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Figura 28. Expresséo génica (ARN) no rim de mediadores de proliferacéo, fibrose, inflamacéo
e angiogénese. PCNA (A), TP53 (B), mTOR (C), TGF-B; (D), NF-kB (E) e Mki67 (F) como
marcadores de proliferacdo e fibrose; PCR (L), TNF-a (H), IL-2 (I), COX-2 (J) e IL-18 (K) como
marcadores de inflamacédo e VEGF (L) como marcador de angiogénese. Os valores sdo média
de CNRQ (“calibrated normalized relative quantities”) em fun¢&o do grupo controlo + e.p.m. *
P<0,05, ** P<0,01 e ** P<0,001 versus grupo controlo; * P<0.05, ** P<0,01 e *** P<0,001,
versus grupo Ciclosporina A. COX-2, ciclooxigenase-2; PCR, proteina C reactiva; IL-1pB,
interleucina-1 beta; IL-2, interleucina-2; MKi67, antigénio identificado pelo anticorpo monoclonal
Ki-67; mTOR, alvo da rapamicina em mamiferos; NF-kB, factor nuclear kappa Beta; PCNA,
antigeno nuclear de proliferagéo celular; TGF-B,, factor de crescimento transformante beta 1;
TNF-a, factor de necrose tumoral alfa; TP53, proteina p53; VEGF, factor de crescimento do
endotélio vascular.
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3.9. Expressdao proteica no rim por imunohistoquimica

O tratamento de curta duracdo com CsA aumentou a expressao das
proteinas CTGF, Kim-1, mTOR, NF-«kB; e TGF-B (P<0,001), enquanto o tratamento
com SRL ndo promoveu alteracdes na expressao destas proteinas, comparando com
o grupo controlo (Figuras 29 e 30). O tratamento a longo prazo com CsA promoveu um
aumento na expressdo da mTOR, TGF-8 e CTGF, em comparagdo com 0 grupo
controlo, mas as duas Ultimas proteinas apresentam menor area e intensidade da
coloracao (score QIC), quando comparado com o tratamento de apenas 3 semanas de
CsA. A expressédo renal de Kim-1, NF-kB; e PCNA permaneceram inalteradas no
tratamento mais longo de CsA versus o grupo controlo. O tratamento com SRL
promoveu, apds 9 semanas, uma diminuicdo da expressdo de Kim-1 e uma sobre-
expressdo de TGF-B. No protocolo de conversdo verificou-se um aumento da
expressdo de CTGF e de PCNA, enquanto a expressdo de mTOR e de TGF-

diminuiram significativamente, comparativamente ao grupo CsA (Figuras 29 e 30).

cgereno,l(;wé (2011, ) 147



PARTE EXPERIMENTAL
Capitulo VIl — A conversdo para Sirolimus melhora a nefropatia induzida pela Ciclosporina

Ctrl

CsA

SRL

9s

Ctrl

CsA

SRL

SRL

Ctrl
CsA
SRL
CONV

Figura 29. Expressdo proteica no rim por marcagdo imunohistoquimica. Factor de
crescimentodo tecido conjuntivo (CTGF), molécula-1 de lesao renal (Kim-1), alvo da rapamicina
no mamifero (MTOR) e factor nuclear kappa beta-1 (NF-kB1). Cada figura € representativa dos
3 grupos as 3 semanas (controlo, ciclosporina A e sirolimus) e 4 grupos as 9 semanas
(controlo, ciclosporina A, sirolimus e conversao).
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Figura 30. Expresséo proteica no rim por marcacao imunohistoquimica. Antigénio nuclear de
proliferacé@o celular (PCNA) e factor de crescimento transformante beta 1 (TGF-G). Cada figura
€ representativa dos 3 grupos as 3 semanas (controlo, ciclosporina A e sirolimus) e 4 grupos as
9 semanas (controlo, ciclosporina A, sirolimus e conversao).
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4. Discussao

A monitorizacdo da terapéutica imunossupressora em doentes com transplante
de 6rgdos solidos é baseada na medicdo de indicadores de rejeicdo do transplante
alogénico, bem como na avaliacdo regular dos niveis do farmaco no sangue, que
devem ser mantidos dentro da janela terapéutica do farmaco, a fim de manter a
eficacia imunossupressora sem excessivos e/ou indesejados efeitos secundéarios. A
avaliacdo da nefrotoxicidade relacionada com o farmaco € geralmente baseada em
marcadores séricos classicos de funcdo renal, que sdo mais faceis de realizar e
menos dispendiosos; no entanto, uma quantidade crescente de evidéncias sugere que
estes marcadores nao reflectem com precisdo o estado da fungcdo renal num
determinado ponto de tempo de uso dos farmacos. De facto, os marcadores
tradicionais de funcgéo renal, tais como a concentragcdo sérica de ureia e de creatinina,
tém sido descritos como insensiveis, porque apenas aparecem alterados quando 70-
80% da massa renal epitelial ja se encontra perdida [Han et al., 2002; Rached et al.,
2008]. O uso de amostras ndo-invasivas (como a urina) tem sido apontado como uma
opcao para monitorizar a toxicidade de farmacos. No entanto, a presenca de enzimas
e um elevado nimero de proteinas pode levar a alguma instabilidade da amostra,
traduzindo-se em alta variabilidade dos valores analisados [Rached et al., 2008]. A
identificacdo de biomarcadores potencialmente Gteis no sangue periférico e na urina,
em comparagdo com marcadores tecidulares renais (gene ou proteina), sera
clinicamente muito importante. O presente estudo pretendia clarificar as vias de
evolucdo da nefropatia num protocolo de conversdo de ciclosporina para SRL em
ratos, focando-se em amostras de soro, urina, tecido renal (gene e proteina), bem
como elucidar o envolvimento de biomarcadores emergentes de dano renal que sejam
possiveis candidatos na evolucdo da disfuncdo renal (sem lesdes) para um estadio

mais avancado de nefrotoxicidade (moderada a cronica).
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Para além da andlise do impacto que os farmacos, e o protocolo de converséo,
tiveram a nivel renal, procedeu-se a uma avaliacdo metabodlica e cardiaca com
marcadores de uso clinico. VerificAmos, como esperado, que a CsA promove
alteracdes cardiacas, com aparecimento de hipertensao e taquicardia, aumento da
actividade da creatina cinase e da concentracéo sérica de glicose, bem como aumento
do stresse oxidativo no coracdo. O SRL promoveu efeitos metabdlicos menos
marcados, mas a nivel cardiaco verificou-se o aparecimento de hipertensdo (sem
taquicardia), para além do abrandamento do crescimento dos animais, o que podera
estar associado ao seu caracter anti-proliferativo [Diekmann et al., 2006]. A conversao
de CsA para SRL produziu menos efeitos secundarios, nomeadamente 0s
relacionados com o perfil metabdlico e também os valores de hipertensédo induzida
pela CsA, o que estd em linha com alguns estudos anteriores [He et al., 2009;
Stephany et al., 2009; Zeier et al., 2009; Laham et al., 2010].

No nosso estudo, os marcadores séricos e urinarios classicos foram incapazes
de reflectir com precisdo as alterac6es na funcéo renal apéds os tratamentos de curta e
de longa duracdo de CsA, apesar da presenca de lesdo renal, que foi mais
pronunciada no maior tempo de exposicdo a CsA. Estes dados vém de encontro ao
que Han em 2002 e Rached em 2008 apontaram sobre a insensibilidade destes
marcadores para descrever o real estado patolégico do rim. Este facto demonstra a
necessidade de melhores biomarcadores de disfuncdo/dano renal. Quanto a
caracterizacdo da lesao renal, verificamos que 0s vasos sdo as primeiras estruturas
renais afectadas pelo uso da CsA, apenas apés 3 semanas de tratamento. Verificou-
se a presenca de algumas lesdes, como a hiperemia vascular e vacuolizac&o arteriolar
(que pode estar relacionada com o aparecimento de hipertenséo), sendo as lesbes
ainda mais agravadas com a exposicdo prolongada & CsA. Estes dados
complementam a informacdo de que os primeiros sinais patolégicos da CsA estao
relacionados com a vasoconstricdo arteriolar aferente, a microangiopatia trombotica e

a vacuolizacdo tubular [Naesens et al., 2009]. Para além disso, os sinais agudos da
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exposicdo a CsA estdo relacionados com uma diminuicdo da vasodilatacdo e um
aumento da vasoconstricdo e formacao de radicais livres, que estao entre os principais
mecanismos subjacentes ao desenvolvimento de hipertensdo e diminuicdo da taxa de
filtragdo glomerular [Roullet et al., 1994]. O SRL tem sido descrito como um agente
menos nefrotoxico do que a CsA [Luo et al., 2013], o que explica o facto dos inibidores
da mTOR serem indicados para substituir a CsA [Mota et al., 2005; Campistol et al.,
2009]. De acordo com 0s nossos resultados histomorfolégicos, o SRL induz menor
toxicidade a nivel vascular, glomerular e tubular que a CsA, e este facto justifica um
melhor perfil no grupo de converséo; no entanto, a congestao vascular, a hiperemia e
a arterioloesclerose nédo foram prevenidas com a utilizagdo do SRL apds a CsA. No
geral, podemos concluir que o score vascular total no grupo de conversdo se manteve
semelhante ao grupo de CsA, mas o0s scores globais glomerular e tubular foram
claramente reduzidos com o protocolo de conversdo. Para além disso, nos ratos
tratados com CsA houve desenvolvimento de fibrose renal através da formacdo e
deposicao de colagénio em redor dos vasos e tubulos, contribuindo a nivel glomerular
para o0 espessamento das capsulas de Bowman. O SRL, por si s6, ou mesmo apés 0
tratamento com CsA, ndo promoveu fibrose ou deposicdo de colagénio. Apos 3
semanas de exposi¢cdo a CsA foram encontradas apenas ligeiras modificagbes (ou
mesmo ausentes em alguns casos) na estrutura de tecido; no entanto, apés a
exposicao a longo prazo a CsA, foram observadas significativas lesbes glomerulares,
tubulares e vasculares. Apesar disso, ha semana 9 os marcadores renais utilizados na
pratica clinica (TFG, creatinina e ureia no soro e taxas de depuracdo) apareceram
apenas tendencialmente alterados. Adicionalmente, observamos uma variagao
interessante nos niveis de depuracdo de MDA entre as 3 e as 9 semanas de
tratamento com CsA, quando as lesdes estavam ausentes/ligeiras (3 semanas) e
gquando estavam bem evidenciadas no tecido renal (9 semanas). Os nossos dados
sugerem que a clearance de MDA poderia ser um marcador preditivo de

nefrotoxicidade induzida pela CsA, pois a clearance aparece diminuida as 3 semanas
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(ainda sem lesbes), e aumenta na presenca de lesdes as 9 semanas. O stresse
oxidativo pode promover a formacdo/libertacdo de uma variedade de agentes
vasoactivos [Garcia-Cohen et al.,, 2000] que podem afectar a funcdo renal
directamente, causando vasoconstricdo renal ou diminuindo o coeficiente de
ultrafiltracdo glomerular capilar, levando assim a reducdo da taxa de filtracdo
glomerular. Para além disso, a relacdo entre a proteintria e a nefrotoxicidade
induzidas pela CsA é complexa, o que limita 0 seu poder como um marcador precoce
[O'Connell et al., 2011]. A peroxidacao lipidica ocorre como resultado da reac¢édo de
lipidios multi-insaturados com agentes oxidantes, promovendo stresse oxidativo nas
estruturas renais. O MDA urinério reflecte a presenga de dano renal, o que pode ser a
causa ou a consequéncia da peroxidacao lipidica e a correlagdo entre a depuracao de
MDA e o grau de lesdo renal, podendo ser esta uma possivel estratégia para
identificar precocemente a nefrotoxicidade induzida pela CsA. A presenca de baixo
grau de lesBes no tratamento cronico com SRL e nos grupos de protocolo de
conversdo reforcam essa ideia, tanto mais que ndo houve aumento significado na
depuracéo de MDA para ambos 0s grupos.

O desenvolvimento de um biomarcador néo invasivo que possa diagnosticar a
disfuncé@o renal de forma precoce e também monitorizar a resposta a terapia, sera
clinicamente muito valioso. E também importante reconhecer que as alteracdes do
contetdo sérico de creatinina e de ureia reflectem, primariamente, alteracdes
funcionais na capacidade de filtracdo e ndo sdo genuinos marcadores de leséo
[Urbschat et al., 2011]. Nos ultimos anos, tem havido um esfor¢co para identificar
biomarcadores mais precisos da nefrotoxicidade aguda induzida por ciclosporina. A
proteina lipocalina gelatinase associada aos neutrofilos (NGAL) tem sido apontada
como um biomarcador preciso de nefrotoxicidade [Mishra et al., 2003; Mishra et al.,
2004]. O NGAL na urina e no plasma pode ser encontrado 10.000 e 100 vezes
aumentado em casos de leséo renal, respectivamente, face aos valores considerados

basais. Isto podera fazer do NGAL um marcador renal potencialmente muito sensivel a

cgereno,l(;wé (2011, ) 153




PARTE EXPERIMENTAL
Capitulo VIl — A conversdo para Sirolimus melhora a nefropatia induzida pela Ciclosporina

diferentes graus de leséo renal. No entanto, de acordo com 0s nossos dados, em
tratamentos de curta e longa duragdo com CsA (claramente descrita como um farmaco
nefrotoxico) ndo houve alteracdo dos niveis séricos e urinarios de NGAL.
Curiosamente, as concentracdes em urina e em soro apresentaram linearidade no
grupo SRL e uma forte correlacdo no grupo de conversdo. O SRL estd descrito na
literatura como um agente menos nefrotéxico do que os inibidores de calcineurina,
mas um dos efeitos apontados ao SRL € o desenvolvimento de proteinuria [Cai et al.,
2011; Cina et al., 2012]. A elevacgdo dos niveis urinarios e séricos de NGAL nos ratos
tratados com SRL no nosso estudo podera estar relacionada com o aparecimento de
proteindria. Recentemente, um modelo animal em que a proteina MTOR se
encontrava reprimida, verificou-se uma acumulagéo de vesiculas autolisossémicas nos
poddcitos que potenciavam o aparecimento de proteindria [Cina et al., 2012] e a
reducdo da actividade da AKT, afectando assim o citoesqueleto do poddcito
[Vassiliadis et al., 2011]. Para além disso, a nivel tubulointersticial, a inibicdo de mTOR
usando rapamicina tem um papel no transporte de proteina, pois reduz a reabsorcao
tubular de proteinas o que contribui para o aumento dos niveis urinarios [Straathof-
Galema et al., 2006]. Adicionalmente, um blogueador do receptor da angiotensina Il foi
capaz de contrariar o efeito do sirolimus, ndo sO através de alteracdes
hemodindmicas, mas também, em parte, pela reparacdo da lesdo dos poddcitos [Cai
et al., 2011].

Neste estudo, encontrdamos um aumento tendencial do TGF-B; renal nos ratos
tratados com CsA, desde as 3 semanas e aumentado com a exposi¢cao prolongada,
podendo este factor ser um hipotético biomarcador de progressao da nefrotoxicidade.
Curiosamente, foi verificado um padréo idéntico para a IL-7 no soro, verificando-se
uma correlagéo significativa com os conteudos séricos de TGF-; nos tratamentos de
curto e longo prazo. A IL-7 é produzida pelas células do estroma e liga-se as células T,
que expressam o receptor de IL-7 (IL-7R), excepto as células T reguladoras

CD4"CD25". Os niveis de IL-7 em circulacdo aumentam durante periodos de linfopenia
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para manter a regulacdo das célula T nativas e suportar a expansao periférica
dependente do timo e manter as células T maduras [Dean, 2008], aumentando a
expressao da proteina Bcl-2, que tem propriedades anti-apoptéticas [Litjens et al.,
2006; Chetoui et al., 2010]. O tratamento com CsA deprime o sistema imunitério,
especialmente o niumero e activacao das células T mas, alternativamente, as restantes
células do sistema imunitario podem contrariar a depresséo imunolégica, aumentando
0s hiveis de IL-7, o que pode ser correlacionado com a progressdo da doenca renal
cronica no presente estudo.

As alteragcbes na expressdao de ARNm s&o consideradas um dos eventos
primarios a nivel celular, que também podem ocorrer em resposta a danos celulares e
tecidulares; especulou-se que estes bhiomarcadores poderiam ajudar a prever 0s
efeitos adversos antes dos actuais marcadores padrdo (biomarcadores clinicos e
histopatologia) indicarem a presenca de lesdo. As teorias atuais indicam que a leséo
renal também é causada por factores ndo imunoldgicos, tal como a isquémia, que leva
a activacao de varios mediadores pré-inflamatérios e pré-fibréticos [Li et al., 2009]. Li e
Yang (2009) sugeriram que o dano renal envolve a activagcido da resposta imune inata
gue causa a activagdo do NF-kB e induz a maturacdo de células dendriticas e a
infiltracdo de linfécitos T no enxerto, com ambas as vias a levarem a inflamacéo e
fibrose intersticiais que contribuem para a nefropatia crénica. Em concordancia, os
nossos dados confirmam que a toxicidade da CsA pode comecgar com 0 aumento da
expressao do gene NF-«kB (por RT-gPCR), confirmada também pela sobre-expresséo
da proteina (por marcacdo imunohistoquimica) apdés 3 semanas de tratamento. No
entanto, este efeito encontra-se suprimido no tratamento mais prolongado de CsA. O
tratamento com SRL reduziu os niveis de ARNm, resultando na expressao normal da
proteina, comparativamente ao grupo controlo, tanto nos tratamentos a curto como a
longo prazo, indicando que este factor nuclear poderia ter um impacto importante no
desenvolvimento de nefrotoxicidade. No final do protocolo de conversdao (CsA

substituida por SRL), ndo houve diferencas na expressado genética mas permaneceu
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um aumento da expressdo da proteina na regido tubulointersticial, provavelmente
devido a exposigéo prévia da CsA. No nosso modelo animal, o tratamento com CsA a
curto prazo esta associado a um aumento dos niveis de ARNm para o TGF-81 e
PCNA no tecido renal, que estdo identificados como mediadores chave de fibrose e
proliferacdo [Li et al., 2009; Park et al.,, 2010]. No entanto, essas alteracdes foram
acompanhadas por uma resposta anti-inflammatéria, uma vez que os marcadores de
inflamacado (incluindo COX-2, TNF-a e PCR), bem como de proliferacdo celular
(MKi67) e angiogénese (VEGF) foram reprimidos, talvez responsaveis pela atenuagéo
dos efeitos citotdxicos da CsA num tratamento curto. Uma maior sobre-expressao de
NF-kB8 e TP53 podem ser vistos neste modelo como uma resposta compensatoria,
uma vez que inibem a mTOR [Feng et al., 2005]. O tratamento curto de SRL revelou
propriedades anti-inflamatérias, anti-fibréticas e anti-proliferativas, vistas pela
regulagéo negativa dos niveis de ARNm renal do TNF-a, COX-2, IL-18, TGF-B;, NF-«k8
e mTOR. Na exposicdo prolongada a CsA, a nefrotoxicidade evoluiu com o tempo,
como observado pelo aumento do grau de lesBes histolégicas, 0 que parece estar
associado com outras vias moleculares e mediadores. Na verdade, houve uma
significativa sobre-expressdo do gene MKIi67, contrariamente a que foi observada
depois do tratamento curto, sugerindo um esgotamento das respostas contra-
reguladoras, que foi acompanhado paralelamente por um aumento da expressao de
MTOR, uma cinase serinal/treonina, importante na regulacdo do crescimento celular,
na proliferacdo, na motilidade, na sintese de proteinas e na transcricao [Park et al.,
2010]. Como Lieberthal e Levine (200) demonstraram, a mTOR tem um importante
papel na mediagdo do processo de regeneracdo e recuperacdo, de acordo com a
extensao do dano renal. Para além disso, a actividade da mTOR é baixa ou ausente
no rim normal, mas aumenta acentuadamente apos lesdo renal aguda. Da mesma
forma, a inibicho da mTOR tem sido associada a uma diminuicdo da fibrose renal,
glomerulosclerose e inflamacéao intersticial, [Kramer et al., 2008; Lieberthal e Levine,

2009; Chen et al, 2012]. Neste estudo, foi avaliada a expressdo da proteina por
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imunohistoquimica, constatando-se estar aumentada no tratamento com CsA e, mais
importante, o seu aumento foi sequencial em funcdo da longevidade do tratamento, o
que esta de acordo com um estudo anterior que sugeria que o0 aumento de expressao
da mTOR em ratos tratados com CsA resulta alteragfes no poddécito, que se traduz em
dano glomerular [Inoki et al.,, 2011]. Para além disso, foi detectada uma expressao
normal de mTOR renal nos ratos tratados com SRL, sendo que este efeito do SRL se
revelou determinante no grupo conversdo pela importante diminuicdo da expressao
renal desta proteina, o que podera explicar a reducdo das les6es encontradas quando
se compara com o grupo CsA.

Nos ultimos anos, alguns estudos toxicolégicos mostraram hipotéticos
biomarcadores de nefropatia aguda [Garcia-Cohen et al., 2000; Rached et al., 2008;
Fuchs e Hewitt, 2011]. Parte dos estudos associados a nefrotoxicidade centram-se na
procura de marcadores de toxicidade precoce; no entanto, efeitos minimos sobre a
funcdo renal sdo muito dificeis de detectar, dai ser dificil encontrar um ou uma
combinacdo de biomarcadores que mostrem o real estado da funcao renal. Porém,
estes estudos devem ser complementados com a revelagdo de biomarcadores
capazes de fazer o seguimento do farmaco por tempos mais longos como o0s
tratamentos muitas vezes exigem. A molécula-1 de leséo renal (Kim-1) é uma proteina
transmembranar expressa nos tlbulos proximais e é excretada na urina; nos ultimos
anos tem sido apontada como um possivel marcador de lesédo renal em modelos
agudos. Este factor tem um papel na proliferacdo e reparacédo dos tecidos [Rached et
al., 2008; Ichimura et al., 2004] pois confere capacidade fagocitaria para eliminar
“restos/residuos” celulares [Hoffman et al., 2010]. No nosso estudo, procedeu-se a
marcagdo da Kim-1 e verificou-se a sua presenca nas células epiteliais dos tubulos
proximais no grupo controlo e mais intensamente no grupo tratado com CsA, o que
hipoteticamente pode ser indicado como um marcador sensivel de alteracao funcional
no rim, precedente ao aparecimento da lesdo. A semelhanca do nosso estudo, Rached

(2008) identificou a Kim-1 como um potencial biomarcador de nefrotoxicidade aguda
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usando a ocratoxina A. No entanto, depois de nove semanas, verificou-se menor
intensidade da colorag&o nos tubulos proximais, sugerindo que a Kim-1 pode ser vista
como um hipotético biomarcador de toxicidade aguda a CsA (sem lesdes estruturais),
mas ndo como um biomarcador de nefrotoxicidade moderada a cronica. A Kim-1
aparece sub-expressa nos rins de ratos tratados com SRL; no entanto, quando o SRL
foi usado para substituir a CsA (grupo de converséo), foi verificada marcacéo idéntica
a dos ratos tratados com CsA ap0s 3 semanas, 0 que sugere gue a exposi¢cao anterior
de CsA danificou alguns tubulos proximais de forma irreversivel e que o aumento face
ao grupo controlo pode estar a acontecer devido a uma tentativa de as células
processarem a reparac¢ao tecidular para remover residuos celulares.

O factor de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) é um polipéptido
implicado na sintese da matriz extracelular, que pertence a uma sinalizacdo pro-
fibrética (que tem o TGF-B; como modulador) e tem sido apontado como um possivel
biomarcador de nefrotoxicidade induzida pela CsA. No nosso modelo, a expressao de
CTGF renal aumentou ap6s o tratamento de curto e longo prazo com CsA, o0 que esta
de acordo com a sobre-expresséo renal de TGF-,, verificada por imunohistoquimica.
No entanto, na exposicdo mais longa a CsA, a expressdo renal de CTGF foi
ligeiramente reduzida comparativamente ao tratamento curto de CsA, podendo ser
explicado por este factor ser excretado na urina, como sugeriu O'Connell e
colaboradores (2012) noutro estudo experimental. O tratamento com SRL por si s6
ndo promove qualquer alteracdo da expressdo CTGF quando comparado com o grupo
controlo, pois estamos na auséncia de fibrose ou deposicdo de colagénio nos ratos
tratados com este farmaco, como mencionado anteriormente. No entanto, no protocolo
de conversdo verificou-se que o uso de SRL, apdés a retirada da CsA, nao
restabeleceu a marcagéo para niveis basais de CTGF (idénticos ao SRL). Isto sugere,
uma vez mais, que algumas das “agressdes” moleculares/morfolégicas induzidas pelo

curto tratamento de ciclosporina sdo mantidas apds a conversao para SRL.
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A rapamicina é capaz de retardar a progressdo da fibrose renal e atrasar o
inicio da insuficiéncia renal, por meio da reducéo da hipertrofia glomerular, diminui¢éo
da producéo de citocinas pro-inflamatérias e pré-fibréticas, e redugcédo da inflamacao
intersticial [Park et al., 2010]. Como sugerido anteriormente, a rapamicina € menos
fibrogénica do que a CsA [Luo et al., 2013], o que esta de acordo com os dados por
nds descritos no protocolo de converséo. Estes resultados reforcam a recomendacéo
para substituicdo de CsA por SRL, ndo s6 porque a exposi¢do da CsA ja &, por si so,
notoriamente mais nociva, promovendo a deterioracdo da estrutura renal, mas também
porque a sobre-expressdo da mTOR parece ser uma caracteristica da evolucdo da

lesdo renal induzida pela CsA que € corrigida com o uso do SRL.
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1. Introducao

A CsA é um inibidor da calcinerina que revolucionou a transplantagdo por
reduzir substancialmente e significativamente as taxas de rejeicdo aguda e crénica
desde a sua introducdo na pratica clinica. Para além disso, a ciclosporina tem
indicagé@o terapéutica para ser usada no tratamento de véarias doengas auto-imunes,
tais como a psoriase, a artrite reumatoéide, o lipus eritematoso sistémico, entre outras,
0 que levou ao seu grande uso ao longo dos ultimos 25 anos (Boissonnat et al., 2012;
Young et al., 1994). Apesar da notavel eficacia que este farmaco tem na prevencao da
rejeicdo, a terapia a longo prazo esta associada ao desenvolvimento de
nefrotoxicidade (Lebranchu et al., 2011). Na pratica clinica, as causas mais comuns de
perda de enxertos sdo a morte dos doentes por causas ndo associadas ao transplante
ou o aparecimento de fibrose intersticial e atrofia tubular renal, concomitantemente
com doencgas cardiovasculares (TerMeulen et al., 2004). Como foi demonstrado nas
partes A e B desta tese, o tratamento com a CsA esta associado a uma toxicidade
renal, com se agrava com 0 aumento do tempo de exposicdo mas que pode ser
minimizado através da conversédo para sirolimus. No entanto, alguns doentes de maior
risco imunolégico necessitam de maiores doses nos tempos iniciais pés transplante, o
que pode colocar em causa o préprio rim transplantado (Weir et al., 2010). Dado o
importante impacto negativo dos efeitos indesejados desta classe de farmacos, foram
intensificados esforcos nos Ultimos anos na procura de estratégias capazes de
minimizar estes problemas, sem afectar a eficaz prevencao dos episodios de rejeicao
aguda (Manito et al., 2011). Evitar completamente o uso dos inibidores da calcineurina,
em particular de CsA, tem sido visto como uma opc¢éo invalida por quase todos 0s
centros de transplante em todo o mundo, especialmente por causa dos riscos

elevados em rejei¢cdo aguda. Na verdade, segundo Sanchez-pozos e colegas (2010),
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esta classe de farmacos continua a ser usada numa percentagem elevada (cerca
90%) como terapéutica de base em transplantagéo.

Os principais objectivos a longo prazo desta terapéutica imunossupressora sédo
a manutencao da funcionalidade do enxerto, a garantia da eficdcia imunossupressora,
com reducdo de exposicdo aos CNIs de forma a minimizar os graves efeitos
secundarios, incluindo a infeccéo e a nefrotoxicidade (Dummer et al., 2012). A reducéo
da dose de CsA e os protocolos de conversao para outros farmacos (Manito et al.,
2011), especialmente o Sirolimus (Mota, 2005; Gordois et al., 2006; Campistol et al.,
2009), continuam a ser opc¢0Oes terapéuticas de eleicdo pds-transplante. A utilizacao de
reduzidas doses de CsA imediatamente apés transplantagcéo renal foi ja avaliado em
ensaios clinicos e os resultados sugerem um beneficio na fungéo renal (Kahan et al.,
1999; de Sévaux et al., 2001; Gonwa et al., 2002; Muhlbacher e Paczek, 2002). No
entanto, esses estudos clinicos ndo foram suficientemente fortes e muitos centros de
transplante no mundo ainda preferem usar altas doses de CsA como terapéutica de
“ataque” para garantir imunossupressao segura e confiavel, seguida de conversao.

Actualmente, os esforgos centram-se em esclarecer o tempo mais adequado
de exposicdo a CsA e o momento ideal para promover a reducdo da dose e/ou
substituicdo por outro farmaco menos nefrotdxico, sem comprometer o enxerto por um
episodio de rejeicdo. Na parte A deste trabalho, esclarecemos alguns mecanismos e
biomarcadores subjacentes a transicdo de disfuncao renal (sem lesdes renais) para
nefrotoxicidade (presenca de lesbes moderadas). Posteriormente, na parte B,
constatamos que a conversao de CsA (dose baixa/moderada) para SRL permite
assegurar alguma proteccdo renal. Seguindo o enquadramento dos anteriores
capitulos, pretendeu-se avaliar neste modelo animal o impacto na funcéo e lesdo renal
de um protocolo de terapia imunossupressora baseado na utilizacdo inicial de uma
dose mais alta de CsA, seguido de reducéo da dose e posterior conversao para SRL,

usando como amostras soro, urina e tecido renal e biomarcadores descritos na
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literatura como emergentes, tais como NGAL, KIM-1 e CTGF, e alguns marcadores

classicos em uso na préatica clinica.

2. Modelo animal

Ratos Wistar machos (Charles River Lab. Inc, Barcelona, Espanha), com 11
semanas de idade, foram mantidos em ciclos de luz de 12h (noite/dia), com
temperatura controlada (22.0 °C + 1,0), com racdo de manutencdo (IPM-R20, Letica,
Barcelona, Espanha) e acesso ad libitum a agua e racdo. Os animais foram divididos
em trés grupos e tratados durante 9 semanas: Controlo (veiculo: sumo de laranja),
CsA (5 mg/kg/dia de Sandimun Neoral®, Novartis Farma Produtos Farmacéuticos SA,
Sintra, Portugal) e Reducdo + Conversédo (Red+Conv): CsA 30 mg/kg/dia durante as
primeiras trés semanas, seguido de 3 semanas com reducdo da dose de CsA para 5
mg/kg/dia, e em seguida conversdo nas 3 semanas finais para SRL 1 mg/kg/dia
(Rapamune®, Laboratérios Pfizer Lda.., Lisboa, Portugal) (Figura 31). O estudo
envolveu seis ratos por grupo em trés tempos de analise (3, 6 e 9 semanas), tendo-se
usado neste estudo um total de 54 animais. Os tratamentos foram realizados por
sonda esofagica e o peso corporal foi monitorizado diariamente. As experiéncias nos
animais foram realizadas de acordo com as Directivas do Conselho Europeu para a
experimentacdo animal (2010/63/EU) e as autoridades nacionais, sendo o estudo
aprovado pelo comité de ética local para estudos de investigacdo em animais. Os
animais foram mantidos num biotério certificado, em gaiolas individuais ventiladas,
com as medidas adequadas para o bem-estar animal e reducéo do sofrimento durante

os procedimentos, incluindo enriquecimento ambiental e anestesia/analgesia.
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Controlo Controlo (Sumo de laranja)
1 1

CsA 5 mg/kg/dia - Sandimmun Neoral®

Red+Conv CsA 30 CsA5 SRL 1mg/kg/dia

CsA

3 6 9
Tempo (semanas)

(=]

Figura 31. Diagrama ilustrativo da distribuicdo dos animais pelos 3 grupos ao longo das 9
semanas de tratamentos.

3. Resultados

3.1. Monitorizacdo do peso corporal

N&ao foram observadas diferencas estatisticamente significativas durante as 9
semanas de tratamentos entre o grupo Controlo e 0s animais tratados unicamente
com 5 mg de CsA (Figura 32A). No entanto, os animais do grupo Red+Conv, que
iniciaram o tratamento com CsA (30 mg), perderam peso de forma significativa na
primeira semana (P<0,05 vs controlo), sendo que de seguida comecaram a recuperar
peso, mas a um ritmo mais lento que o grupo controlo até ao final da terceira semana.
Nesta altura do tratamento a dose de CsA foi reduzida para 5 mg, tendo-se registado
uma taxa de crescimento idéntica & do grupo CsA (30 mg). Posteriormente, as seis
semanas, promoveu-se a conversdo para SRL (1 mg), mantendo-se a taxa de

crescimento do tratamento anterior (P<0,001) (Figura 32).
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3.2. Pressao arterial e frequéncia cardiaca
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Figura 32. Evolugao do peso corporal (A), frequéncia cardiaca (B) e pressdes arteriais sistolica
(C) e diastdlica (D) durante as 9 semanas de tratamento. Valores em médias + e.p.m. * P<0,05,
** P<0,01 e *** P<0,001 em relacdo ao grupo controlo; ¥ P<0,05, * P<0,01 e *** P<0,001 em
relacdo ao grupo CsA 5 mg.

Os ratos tratados com CsA (5 mg) durante as hove semanas apresentaram um
aumento continuo e significativo das pressées arteriais sistolica (P<0,001) e diastolica
(P<0,05) ao longo do periodo experimental, acompanhado de taquicardia (P<0,05)
(Figura 32B a 32D). Um terceiro grupo de ratos iniciou o tratamento com uma dose de
CsA mais elevada (30 mg), demonstrando um aumento superior da pressdo arterial
sistolica e diastolica (P<0,01, ambas) e da frequéncia cardiaca (P<0,001), com apenas
3 semanas de tratamento. Neste mesmo grupo, os animais foram de seguida tratados
durante 3 semanas com uma dose mais baixa de CsA, correspondente nos humanos a

uma dose de manutencdo da imunossupressao. A reducdo da dose veio reduzir
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significativamente os valores de pressbes arteriais e de frequéncia cardiaca. Na
continuacdo deste protocolo, os mesmos animais receberam depois SRL, durante 3
semanas, tendo os valores de pressdo arterial permanecido inalterados, mas
observando-se uma diminuicdo da frequéncia cardiaca para valores proximos dos do

grupo controlo (Figura 32B a 32D).

3.3. Perfil glicémico, insulinémico e lipidico
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Figura 33. Perfil lipidico, glicémico e insulinémico. Concentragdo sérica de glicose (A), insulina
(B), triglicerideos (C) e colesterol total (D) durante os tratamentos. Valores em médias + e.p.m.
* P<0,05 e *** P<0,001 em relacdo ao grupo controlo; * P<0,05 e *** P<0,001 em relagéo ao
grupo CsA 5 mg.

Os ratos tratados unicamente com a dose mais baixa de CsA (5 mg)

apresentaram um aumento dos niveis séricos de glicose (P<0,05) e uma reducédo do

cgereno,l(‘wé (2011, ) 174



PARTE EXPERIMENTAL , Capitulo VIII
Impacto renal de um protocolo de reducdo da dose de CsA e posterior conversao para SRL

conteudo de insulina (P<0,05), sem alteracBes significativas dos niveis de
triglicerideos e de colesterol ndo-HDL, comparativamente aos animais controlo, no
ponto final (semana 9) (Figura 33A, 33B, 33C e 33D). Porém, nos ratos tratados com a
dose mais elevada de CsA (30 mg) verificou-se um aumento da concentracao sérica
de triglicéridos (P<0,001), colesterol ndo-HDL (P<0,05) e glicose (P<0,01), assim
como uma reducdo abrupta de insulina (P<0,001). A reducdo da dose de CsA foi
capaz de normalizar os valores de glicose, triglicéridos e colesterol ndo-HDL e
promover uma inibicdo da reducdo dos niveis de insulina. A substituicdo de CsA por
SRL durante as dltimas 3 semanas conduziu a um aumento notavel dos valores
séricos de glicose (P<0,05), triglicerideos (P<0,001) e colesterol ndo-HDL (P <0,001),
e uma completa normalizagédo dos niveis de insulina, em relagdo ao grupo de controlo

(Figura 33A, 33B, 33C e 33D).

3.4. Avaliacdo da nefrotoxicidade através de marcadores no soro,

urina e tecido renal

Os marcadores séricos usados na pratica clinica para avaliar a funcao renal,
tais como a creatinina e a ureia (soro, urina e taxa de depuracdo), bem como a taxa de
filtrac&o glomerular (TFG), apenas apresentaram pequenas variacbes no grupo tratado
com 5 mg de ciclosporina ao longo de todo o periodo das 9 semanas, em comparacao
com o grupo controlo, sendo que foram encontradas lesGes renais significativas, as
quais serdo descritas no ponto seguinte. No entanto, quando a dose de 30 mg de
ciclosporina foi usada nas primeiras 3 semanas, a concentracdo sérica dos
marcadores classicos de funcéo renal (creatinina e ureia) aumentou de forma marcada
(P<0,01), acompanhada por uma diminuicdo significativa das taxas de depuracao
(P<0,01), bem como da taxa de filtragdo glomerular (P<0,001) (Figura 34A, 34B, 34C,
34D e 34G). ApO6s a reducdo da dose de 30 para 5 mg durante 3 semanas, estes

marcadores registaram valores normais, os quais foram mantidos de forma estavel
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também apds a conversdo para o SRL nas Ultimas trés semanas de tratamento. O
conteudo renal de MDA, marcador de peroxidagao lipidica, e a sua depuracgéo renal,
aumentaram de forma significativa apenas na dose mais elevada de CsA, tendo
estabilizado apds a reducdo da dose e a conversdo para SRL, com um aumento da

depuracéo neste Ultimo periodo de tratamento (Figura 34E e 34F).
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Figura 34. Marcadores séricos, urindrios e tecidulares de funcédo renal. Niveis séricos de
creatinina (A) e respectiva depuracao (B), niveis de ureia no soro (C) e respectiva depuragéo
(D), peroxidacao lipidica no rim (niveis de MDA) (E) e respectiva depuracado (F), e taxa de
fitracdo glomerular (G), durante as 9 semanas de tratamentos. Valores em médias + e.p.m. *
P<0,05, ** P<0,01 e *** P<0,001 versus grupo controlo; * P<0,05, ** P<0,01 e *** P<0,001 em
relacdo ao grupo CsA 5 mg.

3.5. A lipocalina gelatinase associada a neutréfilos (NGAL) como
um hipotético biomarcador de nefrotoxicidade ap6s a reducao

da dose de CsA e posterior conversao para SRL

A concentracdo sérica e urinaria de NGAL tem sido descrita como um
hipotético biomarcador de nefrotoxicidade associada a farmacos. Neste modelo, as 3
semanas, a dose baixa de ciclosporina ndo alterou significativamente o contetudo
urinario de NGAL; no entanto, verificou-se uma diminuicdo significativa (P<0,01) no
grupo tratado com a dose mais elevada de CsA (30 mg) (Figura 35A). O tratamento de
baixa dose de CsA durante o periodo longo ndo afectou as concentracdes de NGAL
no soro e na urina. No entanto, foram encontradas alteragdes significativas de NGAL
no grupo com reducdo seguida de conversdo. Na verdade, no tempo final (9
semanas), o conteado de NGAL aumentou significativamente na urina (P<0,001) e no
soro (P<0,01) quando comparado com os niveis medidos no grupo controlo e no
tratado com CsA (Figura 35B e 35C). Mais ainda, n&do foi encontrada relacdo entre os

valores de urina e soro (correlagdo de Pearson) no grupo controlo (r=0,161, p=0,759) e
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no grupo CsA 5 mg (r=0,494 P=0,409), enquanto foi verificada uma correlacdo directa
e significativa entre as concentracdes presentes nas amostras de urina e de soro no

grupo Red+Conv (r=0,940, P=0,017) (Figura 35D).
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Figura 35. Quantificacdo de NGAL em soro e em urina e sua correlacdo, como marcador de
toxicidade renal. Niveis de NGAL na urina as 3 semanas (A), na urina (B) e no soro (C) as 9
semanas de tratamento. O grafico D, mostra a correlacéo entre os valores de NGAL na urina e
no soro as 9 semanas de tratamento. Os valores sdo a média + e.p.m. * P<0,05, ** P<0,01 e ***
P<0,001 em relagdo ao grupo controlo; ¥ P<0,05 e **# P<0,001 em relacdo ao grupo CsA 5 mg.
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3.6. Avaliacao histomorfoloégica no rim

Nesta avaliacdo histomorfolégica todas as estruturas renais foram tidas em
consideracdo, recorrendo a examinacdo de cortes corados com H&E e PAS, e
atribuindo-lhes graus de severidade. Apds 3 semanas de tratamento com baixa dose
de CsA, apenas alteracBes pontuais e ligeiras foram detectadas nos tubulos e nos
glomérulos, sendo que o principal sinal de toxicidade foi a hiperemia, em comparacao
com o grupo controlo (Figura 36E). Por outro lado, a alta dose de CsA promoveu
aparecimento de lesdes em todas as estruturas renais, de grau leve a moderado,
sendo que algumas atingiram o grau severo. Neste tratamento foi notoria a presenca
de arterioloesclerose (Figura 36A), bem como de congestdo vascular, hiperémia e
arteriosclerose, reflectindo um score global vascular de grau moderado (Figura 36F).
Para além disso, induziu o espessamento da cépsula de Bowman (Figura 36H),
hialinizacdo do polo vascular e esclerose nodular como principais lesdes, sendo que
também se visualizou expansao mesangial, atrofia glomerular e espessamento da
membrana basal do glomérulo, resultando num score global glomerular de grau 2
(lesdes moderadas) (Figura 36D). A nivel tubular, a presenca de calcificagdo tubular
(Figura 36N), cilindros hialinos e fibrose intersticial e atrofia tubular (IFTA) foram as
principais lesbes, mas foi verificada irregularidade da membrana tubular, degeneracéo
vacuolar, infiltrac&o inflamatoria e dilatacao tubular, representando um score global de
lesBes tubulares de grau moderado (Figura 36R).

As 6 semanas, depois de 3 semanas com reducdo da dose de CsA, verificou-
se uma melhoria no dominio vascular global (principalmente arteriosclerose) e no
corpusculo glomerular (espessamento da capsula de Bowman, hialinizacdo do polo
vascular e esclerose nodular); no entanto, ndo foi registada uma melhoria na regido
tubulointersticial, e as lesGes renais mais graves, tais como a calcificagédo tubular e o
IFTA, foram ainda mais evidentes, indicando que a dose mais elevada de CsA pode

causar danos irreversiveis em algumas estruturas renais. Por outro lado, a converséo
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de CsA para o inibidor de mTOR produziu uma reducdo notavel do grau de lesdes
renais. Enquanto a arterioesclerose foi a Unica lesdo que se manteve inalterada, houve
uma clara melhoria na congestdo vascular e hiperemia, resultando numa diminuigédo
estatisticamente significativa no score vascular global para ligeiro (P<0,05), quando
comparado com o grupo da dose de CsA 5 mg. Para além disso, o protocolo de
conversdo apresentou uma diminuicdo nos graus de lesBes glomerulares,
comparativamente a terapia de ciclosporina 5 mg (P<0,001) (Figura 36D).
Adicionalmente, verificou-se melhoria a nivel tubular, com score global idéntico ao

encontrado no grupo tratado com baixa dose de CsA (Figura 36R).
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Figura 36. Avaliagdo semi-quantitativa das lesdes vasculares, glomerulares e
tubulointersticiais. Microfotografias de uma arteriola normal do grupo controlo (A) e
arterioloesclerose do grupo Red+Conv (B) no final de 3 semanas de tratamento. Os gréficos C,
D, E e F representam as avaliacfes semi-quantitativas de arterioloesclerose, congestéo
vascular, hiperémia e score global das lesGes vasculares, respectivamente durante as 3, 6 e 9
semanas de tratamentos. Microfotografias de um corpusculo glomerular do grupo controlo (G) e
espessamento da capsula de Bowman e hialinizagdo do polo vascular do grupo Red+Conv (H)
no final de 3 semanas de tratamento. Os gréficos I, J, K e L representam as avaliacbes semi-
guantitativas de espessamento da capsula de Bowman, hialinése do polo vascular, esclerose
nodular e score global das lesdes glomerulares, respectivamente durante as 3, 6 e 9 semanas
de tratamentos. Microfotografias de um corplsculo glomerular do grupo controlo (M) e
calcificagdo tubular do grupo Red+Conv (N) no final de 3 semanas de tratamento. Os graficos
0O, P, Q e R representam as avalia¢cdes semi-quantitativas de calcificacdo tubular, cilindros
hialinos, fibrose intersticial e atrofia tubular, e score global das lesdes tubulares,
respectivamente durante as 3, 6 e 9 semanas de tratamentos. Valores em médias * e.p.m. *
P<0,05, . ** P<0,01, e *** P<0,001 versus grupo controlo; * P<0,05 ** P<0,01, *** P<0,001,
face ao grupo ciclosporina 5 mg.

3.7. Deposicao de colagénio em estruturas renais

Nos rins de ratos tratados controlo, a coloragéo de colagénio (azul) foi rara nos
glomérulos (Figura 37E), sendo que em redor dos tubulos era pouco perceptivel a
borda azul (Figura 37F). Apés 3 semanas de CsA (baixa dose), ndo houve alteragdes
significativas na deposicao de colagénio; no entanto, apés 9 semanas, a coloracao de
colagénio era claramente visivel nas bordas externas das células tubulares (cortex e
medula), representando fibrose intersticial (Figura 37H) e em alguns glomérulos,
contribuindo para um maior espessamento da cédpsula de Bowman (Figura 37G). A
utilizacdo de uma dose mais elevada de ciclosporina, mesmo num tratamento a curto
prazo, induziu a produgéo de colagénio e a sua deposicao de forma intensa em torno
dos glomérulos (Figura 37A) e dos tubulos, limitando assim a funcionalidade de células
(Figura 37B).

A reducédo da dose de CsA foi associada a uma atenuacéo da coloracdo azul,
com uma eliminacdo completa de coloracdo dentro do glomérulo, sendo que esta

apenas se observava em torno das capsulas de Bowman, o que sugere uma melhor
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funcionalidade renal. Nos tubulos, foi encontrada hipertrofia e deposi¢édo de colagénio,
mas ndo dentro do epitélio (Figura 37D), limitando os processos de reabsorcédo e de
producdo. No grupo RED+Conv as 9 semanas, os rins tinham um menor grau de
coloracao de colagénio, associado a uma boa organizacao celular (sem areas atréficas

ou hipertréficas), comparando com o grupo CsA 5 mg (Figura 371 e 37J).
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Figura 37. Microfotografias da coloracdo de tricromio de Masson representativas dos grupos
em estudo. Imagens do grupo Controlo (E, F) e CsA 5 mg (G, H) as 9 semanas de tratamento e
do grupo Red+Conv as 3 (A, B), as 6 (C, D) e as 9 semanas (I, J) de tratamento, mostrando o
padrédo de deposi¢do de colagénio (cor azul). Nas imagens A e B é bem notdria a deposicéo de
colagénio em toda a estrutura do corpusculo glomerular e fibrose tubulointersticial,
respectivamente. Cada barra representa 25 um de ampliag&o.
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3.8. Expressdao proteica no rim por imunohistoquimica

A dose mais baixa de CsA, para um tratamento a curto prazo de 3 semanas,
aumentou a expressdo proteica renal de CTGF, Kim-1, mTOR, NF-kB; e TGF-8
(P<0,001), comparativamente ao grupo controlo. A dose mais elevada de CsA também
promoveu um aumento na expressao de todas as proteinas, sendo mais elevada do
que nos rins tratados com a dose mais baixa de CsA para CTGF (P<0,001), Kim-1
(P<0,01) e mTOR (P<0,001) (Figura 38 e 40). O tratamento a longo prazo com a dose
mais baixa de CsA promoveu o aumento da expressdo de CTGF, mTOR e TGF-8
versus o grupo de controlo, enquanto a expressdo de Kim-1, NF-kB; e PCNA se
manteve inalterada. Apos a reducéo da dose de CsA e substituicdo para SRL, o tecido
renal apresentou imunorreactividade aumentada para CTGF, relativamente aos grupos
controlo e CsA 5 mg (P<0,001). Além disso, enquanto a expressao de mTOR e TGF-
foi semelhante e verificou-se uma diminuiu na expressédo de NF-kB; (P <0,001) e o

PCNA (P <0,05), em comparacdo com a monoterapia de CsA (Figura 39 e 41).
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Figura 38. Expresséo proteica no rim por imunohistoquimica. Factor de crescimento do tecido
conjuntivo (CTGF), molécula-1 de leséo renal (Kim-1) e alvo da rapamicina no mamifero
(mTOR). Cada figura é representativa dos grupos controlo (A, D, G), CsA5 mg (B, E, H) e CsA
30 mg (C, F, 1) as 3 semanas de tratamento.
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Figura 39. Expresséo proteica no rim por imunohistoquimica. Factor de crescimento do tecido
conjuntivo (CTGF), molécula-1 de les@o renal (Kim-1) e alvo da rapamicina no mamifero
(mTOR). Cada figura é representativa dos grupos controlo (A, E, I), CSA 5 mg (B, F, J) e
Red+Conv (C, G, K) as 9 semanas de tratamento. Os gréficos D, H e L representam a
quantificacdo da intensidade e area da expresséo da proteina. Valores em médias + e.p.m. **
P<0,01 e ** P<0,001 versus grupo controlo; * * P<0,01 e * * ¥ P<0,001, face ao grupo
ciclosporina 5 mg; $ P<0,05 versus CsA 30 mg as 3 semanas de tratamento.
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Figura 40. Expressdao proteica no rim por imunohistoquimica. Factor nuclear kappa beta-1 (NF-
kB,), factor de crescimento transformante beta 1 (TGF-8) e antigénio nuclear de proliferagédo
celular (PCNA). Cada figura é representativa dos grupos controlo (A, D, G), CsA5 mg (B, E, H)
e CsA 30 mg (C, F, I) as 3 semanas de tratamento.
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Figura 41. Expresséo proteica no rim por imunohistoquimica. Factor nuclear kappa beta-1 (NF-
KkB,), factor de crescimento transformante beta 1 (TGF-B) e antigénio nuclear de proliferacdo
celular (PCNA). Cada figura € representativa dos grupos controlo (A, E, I), CSA5mg (B, F, J) e
Red+Conv (C, G, K) as 9 semanas de tratamento. Os gréficos D, H e L representam a
guantificacéo da intensidade e area da expresséo da proteina. Valores em médias + e.p.m. ***
P<0,001 versus grupo controlo; ¥ P<0,05 e *** P<0,001, face ao grupo ciclosporina 5 mg; °
P<0,05, % P<0,01 e % P<0,001 versus CsA 30 mg as 3 semanas de tratamento.
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4. Discussao

O presente estudo pretendeu esclarecer a evolucdo da nefropatia num
protocolo em que foi utilizada uma dose de ataque de CsA (30 mg) durante um curto
periodo de 3 semanas, seguido por uma reducédo da dose de CsA para 5 mg durante
mais 3 semanas e, por fim, converséo para um inibidor de mTOR, o sirolimus, durante
mais 3 semanas, comparativamente a um protocolo de CsA A (5 mg) durante 9
semanas, imitando a dose de CsA de manutengéo usada em doentes transplantados.
Foi usado um modelo de rato com rins nativos para avaliar a evolugdo da
nefrotoxicidade, através da anélise de amostras de soro, urina e tecido renal.

A dose de manutenc¢éo de ciclosporina ndo afectou o peso corporal ao longo do
tratamento; porém, a dose mais elevada durante 3 semanas, provocou uma evidente
perda de peso nos ratos logo na primeira semana, comecando depois a mostrar
alguma recuperacéo de peso. A perda de peso corporal esteve também associada a
presenca de diarreia sofrida pelos animais sob este tratamento, sendo que esse efeito
diminuiu ap6s a reducao da dose. Por outro lado, a substituicdo de CsA para o SRL
conduziu a uma menor taxa de ganho de peso dos animais, o que pode ser devido as
propriedades anti-proliferativas do SRL. Neste estudo ficou demonstrado para uma
dose de manutencdo de ciclosporina de 5 mg/kg/dia no rato, que alguns dos efeitos
adversos graves da CsA, incluindo a hipertenséo arterial e a dislipidemia, ja estao
presentes apods apenas 3 semanas de tratamento, e que sdo agravados durante uma
exposicdo mais longa (9 semanas). Se o tratamento imunossupressor se iniciar com
uma dose mais elevada de CsA verifica-se um notavel aumento da frequéncia
cardiaca e da pressdo arterial (sistélica e diastdlica) para valores até mesmo
superiores aos encontrados ap0s 6 semanas com uma dose mais baixa CsA.
Curiosamente, a reducédo da dose levou a uma reducédo da pressdo arterial e, em

seguida, a converséo para SRL reduziu ainda mais a frequéncia cardiaca, para valores
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iguais aos do grupo controlo. No entanto, os valores de pressdo arterial foram
incapazes de normalizar e verificou-se mesmo uma tendéncia para valores superiores.
Na parte A deste capitulo experimental, foram discutidos alguns mecanismos
hipoteticamente envolvidos na hipertenséo arterial induzida pela CsA. Para além de
um desequilibrio vasomotor sistémico, de causa multifactorial [Sander et al., 1996;
Reis et al., 1999; Lassila, 2002; Reis et al., 2003; Reis et al., 2007;], tem sido descrita
uma componente vascular renal como responsavel tanto pela hipertensdo como pela
nefropatia induzidas pela CsA [Zhang e Victor, 2000]
No que diz respeito a glicose, insulina e metabolismo lipidico, estudos recentes ex vivo
em células de tecido adiposo, bem como in vivo em ratos, utilizando a CsA, mostraram
num teste de tolerdncia a glicose uma diminuicdo na sua captacdo, causando
resisténcia e hiperglicemia [Lopes et al., 2013; Pereira et al., 2013; Fuhrmann et al.,
2014], que pode ser responsavel pelo desenvolvimento de pré-diabetes pos-
transplante. Neste modelo, a monoterapia com CsA aumentou os niveis de glicose no
sangue no tratamento de nove semanas, acompanhado por uma diminuicdo do
contetdo de insulina. No entanto, 30 mg de CsA ap0s apenas trés semanas causou
hiperglicemia e reducédo da concentragdo de insulina, em conjunto com um aumento
significativo da concentracdo sérica de triglicerideos e de colesterol ndo-HDL. A
reducdo da dose CsA normalizou as concentragfes de triglicerideos e de colesterol
ndo-HDL e levou a uma pequena recuperacdo dos contetudos de insulina. Quando a
CsA foi substituida pelo SRL, os conteudos de glicose, triglicerideos e colesterol nédo-
HDL aumentaram novamente para valores superiores aos basais. Muito recentemente,
foi relatado que esta dose de SRL induz alteracbes metabdlicas em tratamentos de
curto ou de longo prazo no figado, no musculo-esquelético e em alguns tipos de tecido
adiposo em ratos [Fuhrmann et al., 2014; Lopes et al., 2014], o que esta de acordo
com 0s nossos resultados e com a prética clinica em doentes transplantados.
Relativamente a caracterizacdo bioquimica renal, verificAmos que os

marcadores séricos de disfuncdo renal (TFG, creatinina e ureia no soro e taxa de
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depuracéo) séo incapazes de expressar plenamente o real estado da funcéo e lesdo
renal na dose de manutencdo de CsA (5 mg), pois ndo existiram diferencas
significativas nestes marcadores tradicionais no tempo final de tratamento, mas foram
identificadas lesdes renais. No entanto, a peroxidacdo lipidica no rim estava
aumentada no final do tratamento no momento em que as lesdes renais eram
evidentes nos glomérulos e nos tubulos. Uma dose de 30 mg de CsA durante apenas
trés semanas Em geral, a reducdo da dose de CsA normalizou os pardmetros séricos
e as depuracdes, bem como, o contetdo renal de MDA e a sua taxa de depuracdo. A
conversdo de CsA para SRL manteve os mesmos niveis nos marcadores descritos,
embora de alguma forma superiores aos encontrados nos animais controlo. O SRL foi
descrito como indutor de proteinas na urina, mas a relagédo entre proteinuria e efeitos
induzidos pelo SRL na fungéo renal ainda néo é clara e apresenta-se como complexa,
tornando a proteindria um marcador algo limitado para avaliar a disfuncdo precoce ou
a presenca de dano renal [O'connell et al., 2011].

O desenvolvimento de biomarcadores ndo invasivos capazes de diagnosticar a
disfuncao renal de forma precoce, e monitorizar a resposta a terapia, juntamente com
a capacidade de prever a evolugéo, seria muito valioso. Durante os ultimos anos, tem
havido esforcos para identificar melhores biomarcadores e mais precisos para a
nefrotoxicidade induzida por CsA aguda. A lipocalina gelatinase associada a
neutréfilos (NGAL) tem sido apontada como um marcador de fase aguda da
nefrotoxicidade que pode ser encontrada na urina e no plasma, fazendo do NGAL um
potencial biomarcador renal muito sensivel a diferentes graus de lesdo renal. No
entanto, 3 e 9 semanas de tratamentos com baixas doses de CsA n&o promoveram
alteracdes nos niveis de NGAL séricos e urinarios; no entanto, apés 3 semanas de
tratamentos a dose alta de CsA revelou uma diminuicdo significativa de conteudo
NGAL na urina, um efeito que foi abolido as 9 semanas (depois da reducéo da dose de
CsA durante 3 semanas e conversdo para SRL por mais 3 semanas), pelo aumento

simultdneo e proporcional dos conteddos séricos e urinarios de NGAL. Para além
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disso, os niveis de NGAL na urina e no soro apresentaram uma correlacdo significativa
no grupo Red+Conv (r=0,940, P=0,017). Curiosamente, no outro modelo
anteriormente apresentado (capitulo B), no protocolo de conversédo de CsA para SRL,
verificou-se linearidade idéntica entre os conteddos de NGAL na urina e no soro,
acompanhado por proteindria, sugerindo assim que os niveis de NGAL na urina e no
soro poderiam ser vistos como marcadores de disfuncdo renal e evolucdo em
protocolos de conversdo para SRL. Este inibidor da mTOR é descrito na literatura
como um agente menos nefrotéxico do que os inibidores da calcineurina, mas um dos
melhores efeitos descritos é o desenvolvimento de proteinuria [Cay et al., 2011; Cina
et al., 2012]. No capitulo anterior, 0 SRL, per se, desenvolveu proteinuria as 9
semanas de tratamento. Usando modelos com a proteina mTOR “silenciada”,
verificou-se uma acumulagdo de vesiculas autolisossomicas nos poddcitos que
potenciavam o aparecimento de proteindria [Cina et al.,, 2012] e a reducdo da
actividade da AKT, afectando assim o citoesqueleto do poddcito [Vassiliadis et al.,
2011]. Para além disso, a nivel tubulointersticial, a inibicio de mTOR usando
rapamicina tem um papel no transporte de proteina, pois reduz a sua reabsor¢cao
tubular, o que contribui para o aumento dos niveis urinarios [Straathof-Galema et al.,
2006].

Quanto a caracterizacdo da patologia renal, verificamos que 0s vasos sdo as
primeiras estruturas renais afectadas pelas baixas doses de CsA, depois de apenas 3
semanas de tratamento, como mostrado pela presenca de algumas lesbes, tais como
hiperemia vascular e vacuolizacdo arteriolar, que pode estar relacionado com o
aparecimento de hipertenséo; as lesdes foram ainda mais agravadas com a exposi¢ao
prolongada de CsA, com um score global vascular de leve a moderado. Estes dados
complementam informacdes anteriores sugerindo que o0s primeiros eventos
patolégicos promovidos pela CsA estdo relacionados com a vasoconstricdo da
arteriola aferentes, a microangiopatia trombdética e a vacuolizagéo tubular [Naesens et

al., 2009]. Para além disso, os eventos agudos da CsA estdo relacionados com a
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diminuicdo da vasodilatacdo e formacdo de radicais livres, que estdo entre o0s
principais mecanismos subjacentes ao desenvolvimento da hipertensdo e diminuigao
da taxa de filtragdo glomerular [Roullet et al., 1994]. A TFG é um dos marcadores que
registou alteracdes no tratamento com doses mais elevadas de ciclosporina. Por outro
lado, neste tratamento, lesbes vasculares de grau moderado apareceram num curto
periodo de tratamento, observando-se de seguida uma recuperacdo ligeira apos a
reducdo da dose de CsA e, adicionalmente, quando a CsA foi completamente
substituida por sirolimus (grau ligeiro). Na literatura o SRL, é descrito como um agente
menos nefrotdxico que a ciclosporina [Luo et al, 2013], o que explica o facto de que os
inibidores de mMTOR serem testados para substituir a CsA [Campistol et al., 2009;
Mota, 2005]. A nivel glomerular, no final da monoterapia com CsA (5 mg) apenas
foram identificadas lesdes leves. No entanto, no protocolo Red+Conv, as 3 semanas, a
maioria das lesbes analisadas foram classificadas como sendo de grau moderado a
grave, tais como espessamento da capsula de Bowman e hialinizagdo do polo
vascular. Apesar da esclerose nodular ter sido classificada apenas como leve, a
simples presenga desta lesdo significa num estadio avangado da doenca renal. Esta
lesdo representa danos irreversiveis e progressivos nos nefrénios, resultando em
esclerose glomerular e, consequentemente, perda no nimero de nefrénios [Remuzzi e
Bertani, 1998]. A reducdo de dose de CsA foi associada a uma recuperagdo da
estrutura renal, vista pela reducdo do grau de todas as lesdes. A conversdo de CsA
para SRL ainda trouxe beneficios adicionais, pois o score global ficou entre ausente e
leve. A nivel tubulointersticial, uma vez mais, com CsA (5 mg) em monoterapia
observaram-se lesdes leves, enquanto com 30 mg se constatou existirem lesbes
severas em apenas 3 semanas de tratamento. A reducdo da dose de CsA foi incapaz
de promover uma recuperagdo significativa nas estruturas tubulointersticiais, mas a
conversao conseguiu amenizar parte das lesdes.

Neste estudo, foi avaliada a fibrose renal, que € uma das mais graves

consequéncias da utilizacdo da CsA, por intermédio da coloracao tricromio de Masson,
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que mostra a deposi¢cdo de colagénio. A maior parte da formacdo e deposicdo de
colagénio ocorre em torno dos tubulos, limitando a sua funcionalidade. Foi verificada a
presenca de fibrose renal em ratos sob CsA 5 mg em monoterapia, mas somente as
nove semanas e num grau leve a moderado, capaz de ser reversivel e de a funcao
renal restaurada. No entanto, foi visualizada um grau de fibrose grave nos rins dos
ratos com alta dose de CsA em todas as estruturas (vasos, glomérulos e tubulos),
limitando assim a filtracdo, a secrecdo e a reabsorcdo. A reducdo da dose de CsA
promoveu melhoria nos rins, o que foi reforcado pela menor deposicao de colagénio
nas estruturas. Na verdade, os poddcitos ndo apresentaram uma coloracdo intensa a
azul, indicando a auséncia de colagénio nessas estruturas. Contudo, foi verificado
colagénio a volta das cépsulas de Bowman e em redor dos tubulos, mas nédo no
interior das células. A substituicdo de CsA por SRL trouxe evidentes beneficios
tubulointersticiais, pois a marcacao de colagénio era quase inexistente. A melhoria da
fibrose renal (que € visto como uma via comum final da utilizagdo da CsA na nefropatia
de aloenxerto) promovida pelo SRL pode ser devida as suas propriedades anti-
proliferativas, para além da capacidade imunossupressora [Luo et al., 2013].

No nosso modelo, a expressdo de CTGF (um mediador de fibrose e possivel
marcador de nefrotoxicidade) no rim aumentou apds o tratamento a curto prazo com
CsA, mas principalmente na dose mais elevada. Apds uma exposi¢do mais prolongada
a CsA (com a dose mais baixa) a expressdo de CTGF no rim foi ligeiramente reduzida,
0 que pode ser explicado por um aumento da eliminacdo urinaria, como previamente
sugerido por O'Connell et al. (2011) noutro estudo experimental. No rim dos ratos sob
0 protocolo Red+Conv, a expressdo de CTGF no rim foi reduzida, o que pode estar
relacionado com a diminuigédo de fibrose e deposicdo de colagénio. No entanto, neste
grupo a expressao de CTGF nao foi normalizada pois foi verificada coloragdo nos
glomérulos e nos tubulos sugerindo, uma vez mais, que algumas das lesdes induzidas

pela ciclosporina sdo mantidas mesmo apés a conversao para SRL.
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Durante os Ultimos anos, varios estudos toxicolégicos tém sido focados na
avaliacdo de hipotéticos biomarcadores que sejam capazes de predizer a nefropatia
aguda [Fuchs e Hewitt, 2011; Rached et al., 2008; Urbschat et al., 2011], mas sabe-se
que os efeitos minimos sobre a funcao renal sdo muito dificeis de detectar. Uma das
moléculas apontadas como um possivel marcador de nefrotoxicidade é o Kim-1, uma
proteina envolvida na proliferacédo e reparacado de tecidos [Han et al., 2002; Ichimura et
al., 2004; Hoffmann et al., 2010]. Neste estudo, a Kim-1 apareceu marcada nas células
epiteliais dos tubulos proximais, que € uma estrutura sensivel ao farmaco e os seus
metabolitos. Apés 3 semanas de tratamento com CsA de baixa dose, foi encontrado
intensa coloragédo de Kim-1 nos tdbulos proximais, mas mais ainda com a dose mais
elevada de CsA. Embora esta proteina pode ser vista como um hipotético marcador
para a toxicidade da CsA na presenca de lesdes suaves a moderadas agudas, nao
pode ser considerada um bom biomarcador de nefrotoxicidade crénica ja que a sua
expressao foi diminuindo ao longo do tempo com a continuacéo do tratamento de CsA
de baixa dose, bem como no grupo Red+Conv no tempo final. No entanto, uma vez
que KIM-1 tem um papel na reparacdo de tecidos, a reducéo da expressédo de KIM-1
no grupo Red+Conv reforca a ideia de que a reducédo da dose de CsA e, em seguida,
a conversao para SRL, séo alteragbes que conferem renoprotec¢do. Li e Yang (2009),
sugeriram que os danos renais envolvem a activagdo da resposta imune inata, que
provoca a activacdo do NF-kB; e induz a maturacdo de células dendriticas e de
linfécitos T na infiltracdo do enxerto que contribuem para a nefropatia crénica. Estes
resultados confirmam que a toxicidade da CsA pode comecar com 0 aumento da
proteina NF-kB (imunohistoquimica) apos 3 semanas de tratamento com CsA e esta
sobreexpressao é patente tanto com baixas como com altas doses de CsA, mas mais
notério com alta dose; este efeito € contra-regulado com a conversao para SRL. Os
resultados indicam que a expressdo renal de NF-kB; diminuiu de uma maneira
dependente do tempo, 0 que sugere que a reducdo encontrada no protocolo

Red+Conv podera ser um efeito directo de SRL sob a exposicdo anterior a CsA,
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indicando assim que este factor nuclear pode ter um impacto importante no
desenvolvimento de nefrotoxicidade. Para além disso, o tratamento com baixa dose de
CsA a curto prazo nao foi associado com o aumento da expressédo de PCNA no tecido
renal, que foi identificado como sendo o mediador chave da fibrose e proliferagéo [Li e
Yang, 2009]. No entanto, um maior tempo de tratamento com a dose mais baixa de
CsA promoveu um aumento de PCNA, que é coincidente com o aparecimento de
lesBes renais. Apds a reducdo da dose de CsA e substituicdo por SRL, foram
detectados baixos niveis deste factor nuclear, que vem de encontro ao verificado no
NF-kB; apls a mudanca para o SRL.

O TGF-B foi descrito nas ultimas décadas como um factor de crescimento
importante para a nefrotoxicidade induzida pela CsA; o nosso modelo vai de encontro
a esta teoria. No entanto, durante a exposicado prolongada a CsA a nefrotoxicidade
evolui, tal como constatado pelo aumento do grau das lesbes histolégicas, o que
parece estar associado a outras vias moleculares e mediadores. Na verdade, no nosso
modelo houve uma sobreexpressdo significativa de mTOR no rim, uma proteina
serina/treonina cinase que tem um importante papel na regulacdo do crescimento
celular, proliferacdo, motilidade, sobrevivéncia, sintese de proteinas e de transcricao
[Feng et al., 2005]. Mais interessante, a utilizacdo de SRL apds o protocolo baseado
em CsA reduziu significativamente a expressdo de mTOR de acordo com a reducao
das lesbes. Como Lieberthal e Levine (2009) demonstraram, a mTOR desempenha
um importante papel na mediacdo do processo de regeneracdo e recuperacao,
dependendo da extensdo do dano renal. De facto, a inibicho da mTOR tem sido
associada com uma melhoria da fibrose renal, glomeruloesclerose e inflamacéo
intersticial, tendo um papel importante em doencas renais distintas [Chen et al., 2012;
Kramer et al., 2008] e neste modelo foi verificado uma sobreexpressdo da mTOR em
ratos tratados com CsA, que conduz a dano glomerular [Inoki et al., 2011]. Além disso,

mostramos previamente que a SRL ndo aumentou a expressdao de mTOR renal hum
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curto periodo de tratamento, o que pode explicar a atenuacao de lesbes encontradas
no final do protocolo Red+Conv.

Nesta seccao do trabalho, ficou patente que a rapamicina € menos fibrogénica que a
CsA, demonstrado num protocolo de reducdo da dose de CsA seguido por substituicao
completa por SRL. Claramente, estes resultados reforcam a ideia para a substituicdo
de CsA por SRL quando a prevencao da rejeicdo aguda esta garantida, ndo s6 porque
0s protocolos de exposicdo a CsA em determinada doses e por tempos maiores sdo
notoriamente mais deletérios, promovendo a deterioracdo da estrutura renal, mas
também porque a sobre-expressdo da mTOR parece ser uma caracteristica da

nefropatia induzida pela utilizacdo prolongada de CsA.
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1. Comentarios finais

Aumentar o tempo de vida do enxerto de forma a aumentar a esperanca de
vida do doente transplantado continua a ser o maior desafio da transplantacéo,
incluindo a renal. Apesar do importante papel que os CNIs desempenham na
prevencdo da rejeicdo do enxerto, a nefrotoxicidade a eles associada é considerada
h& varios anos como um dos maiores potenciadores da disfuncéo e da perda futura do
6rgao transplantado, ndo havendo ainda, até ao momento, uma alternativa terapéutica
satisfatéria. A experiéncia clinica e os estudos em modelos animais confirmam a
nefrotoxicidade induzida pelos CNIs, mas varios aspectos importantes, como 0s
mecanismos subjacentes a evolucdo da nefrotoxicidade e os melhores biomarcadores,
permanecem por clarificar e a sua elucidacdo sera clinicamente relevante. A
imunossupressao baseada em protocolos envolvendo CNIs, incluindo a CsA e o Tac,
continua a ser a base da terapéutica do doente transplantado, sobretudo devido a
grande capacidade para prevenir a rejeicdo, incluindo a rejeicdo aguda. No entanto, a
nefrotoxicidade crénica desses farmacos continua a ser o calcanhar de aquiles da
terapéutica imunossupressora, caracterizando-se por lesdo renal irreversivel em todas
as estruturas renais, incluindo os glomérulos, as arteriolas, e a regido tubulointersticial.

Ao longo dos ultimos anos, e reconhecendo a existéncia e a gravidade destes
efeitos secundéarios dos CNIs, nomeadamente da CsA, varias estratégias terapéuticas
tém sido conduzidas no sentido de minimizar esta nefrotoxicidade. Tais medidas de
minimizac@o passam pela utilizacdo de farmacos renoprotectores uma vez instituida a
disfuncdo renal, mas sobretudo adaptando protocolos de imunossupressao
potencialmente menos nefrotoxicos. Contudo, s6 uma clarificacdo mais precisa dos
mecanismos envolvidos na evolugdo da nefrotoxicidade, bem como dos

biomarcadores mais fiaveis desta condigdo, incluindo em protocolos de conversédo

cgereno,l(;wé (2011, ) 207



PARTE EXPERIMENTAL
Capitulo IX — Comentdrios finais e conclusdes

para outros farmacos, podera ajudar e a combater /ou retardar este grave efeito
secundario.

Na prética, os biomarcadores devem revelar mais informagfes que possam ser
relevantes para o perfil de seguranca do farmaco/classe em questdo e o factor
translacional destes biomarcadores para os seres humanos € da maior importancia na
actualidade. E reconhecido que os actuais marcadores sdo pouco sensiveis e
inespecificos em relacdo a estrutura renal lesada, pois a toxicidade aguda é
considerada assintomatica. Por exemplo, a creatinina e a ureia séricas apenas se
manifestam significativamente alteradas quando parte da massa renal jA se perdeu
[Abulezz, 2008]. Por isso, um dos desafios mais importantes sera a identificacdo de
marcadores biol6gicos para a previsdo do impacto renal a longo prazo apds o
transplante. H4 uma vantagem muito clara na preferéncia pelo uso de amostras nao-
invasivas para a deteccdo de marcadores renais; no entanto, especificamente no caso
de biomarcadores da transcricdo e de proteinas no tecido renal, ha que considerar a
necessidade do auxilio de um protocolo de biépsias. A desvantagem da necessidade
de material de biépsia pode ser o principal factor de limitacdo para estudos basicos na
pratica clinica, a menos que esses marcadores (genes ou proteinas) sejam igualmente
identificados em sangue e/ou urina.

Optou-se por usar neste trabalho um modelo de rim nativo, que ndo é um
espelho totalmente fiel da realidade do doente transplantado, mas que ainda assim
nos apresenta varias vantagens: reproduz de forma relativamente clara a toxicidade
dos farmacos per se, (exclui a interferéncia dos aspectos relacionados com a cirurgia)
e permite a comparagdo com a grande maioria dos trabalhos nesta area que, na
verdade, se baseiam igualmente em rim nativo.

Num caracter imunossupressor, avalidmos a proteina interleucina-2 livre em
circulacdo e que é fundamental para a activacao dos linfocitos T e sua interferéncia na
rejeicdo do enxerto. Tal andlise permite aferir, ainda que indirectamente, da

capacidade imunossupressora dos dois farmacos em concentracdes de manutencao,
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utilizadas na prética clinica, e confirmadas neste estudo através do doseamento das
concentragdes sanguineas dos farmacos em estudo. Os valores séricos de IL-2 para
0s grupos CsA, SRL e protocolo de conversao, as 9 semanas, foram idénticos e muito
inferiores aos registados no grupo controlo sem qualquer terapia imunossupressora, 0
gque confirma o esperado efeito dos farmacos a este nivel.

Na primeira parte experimental, pretendeu-se comparar o impacto animal renal
de um tratamento curto e outro longo com CsA, como modelos de toxicidade aguda e
crénica, através de amostras de soro, urina e tecido renal, com especial enfoque em
marcadores classicos e marcadores emergentes de proliferacao/fibrose, inflamacéo e
angiogénese, acompanhados por uma andlise histomorfolégica. Ap6és um tratamento
de curta duragdo (agudo) com CsA, verificou-se existirem altera¢cdes na funcao renal,
avaliada usando marcadores bioquimicos tradicionais em soro e urina, mas ainda sem
modificagbes significativas da estrutura renal (lesdo). Em termos moleculares,
constatou-se existir uma expressdo renal aumentada de alguns genes, incluindo o
PCNA, o TGF-B1, o Tp53 e 0 NF-«kB, bem como de mTOR, tanto 0 gene como a
proteina, e sobretudo a nivel tubular. Nesta situacdo, porém, parece existir uma
contra-regulagdo, j& que varios genes associados as vias inflamatérias se
encontravam reprimidos no rim. Ap6s o tratamento mais longo (crénico), foram
encontradas lesfes idénticas as verificadas clinicamente, sendo que neste estudo se
confirmou a evolucdo da nefrotoxicidade induzida pela CsA ao longo do tempo.
Tratamentos prolongados com CsA levaram ao aparecimento de lesdes reversiveis e
irreversiveis, dependendo das estruturas lesadas. Como referido, a mMTOR é uma
proteina de proliferacdo e crescimento celular, sintese de proteinas e transcricdo de
factores, assim como do controlo do citoesqueleto [Park et al., 2010]. A sobre-
expressao desta proteina nos tdbulos renais, verificada ja as 3 semanas, que se
acentua com o aumento da exposi¢cao (9 semanas), sugere gue possa estar associada
a fibrose e a outras les@es proliferativas encontradas a nivel tubular (Figura 42). Com

efeito, o facto de aparecer gradualmente aumentada, em sintonia com a presenca de
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lesBes, sugere que desempenha um papel importante, sendo crucial, na evolugcédo das
lesGes induzidas pela CsA. Esta hip6tese sugere igualmente que a sua inibicdo possa
promover melhoria da funcionalidade e estrutura renal, com inevitavel impacto ao nivel
de glomeruloesclerose e/ou da fibrose e atrofia tubular.

Esta etapa inicial do trabalho permitiu ainda sugerir a possibilidade de usar a
taxa de depuracdo do MDA como possivel marcador de nefrotoxicidade, uma vez que
se constatou estar substancialmente aumentada na fase em que ocorreram as lesdes
renais, isto é, apds a exposicao prolongada a CsA (Figura 42). Uma sugestao idéntica
havia sido sugerida por alguns investigadores em trabalhos anteriores [Knight et al,

1989], mas tal possibilidade ndo fora consistentemente avaliada posteriormente.

Factores
crescimento
~ /

P AKT

Sintese da matriz De>

* Espessamento
capsula Bowman
* Exp. mesangial

* Hialinase vascular
* Arterioloesclerose
* arterioesclerose

* Fibrose intersticial
* Atrofia tubular

\

deposito
Morte

Peroxidagad
lipidica
A
celular

\ \l Apoptose

[Tratamento curto |

|Tratamento longo |

Inflamacdo
intersticial

Depuracdo da
peroxidagao lipidica j,

Marcador da
nefrotoxicidade
induzida pela
CsA?

Calcificacao

Figura 42. Diagrama ilustrativo das vias de sinalizacdo activadas e patologias renais
promovidas pelos tratamentos curto e longo de CsA. Exp. Mesangial, Expansdo mesangial.
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Considerando os achados encontrados nesta analise da transicdo da disfuncdo
renal induzida pela CsA para nefrotoxicidade, em particular a possibilidade de
envolvimento da sobre-expressdo da mTOR na evolugdo da lesdo renal, achou-se
oportuno avaliar o impacto de um protocolo de conversdo de CsA para SRL. Este
farmaco imunossupressor tem um mecanismo de accdo que passa pela inibicdo da
MTOR, e tem sido associado a um caracter menos nefrotdxico (ou renoprotector),
ainda que o exacto impacto renal destes protocolos permaneca por elucidar, tanto
mais que existem evidéncias de que a sua utilizacdo possa estar condicionada em
casos em que promove o desenvolvimento de proteinaria.

Constatou-se, numa andlise inicial, que os marcadores séricos e urinarios nao
reflectem com exactidéo as alteragdes na estrutura/funcdo renal nos tratamentos com
CsA, sobretudo a curto prazo, ja que em tratamento prolongado as evidéncias de
disfuncéo e leséo renal foram mais claras. Esta analise vem reforcar a ideia de que os
marcadores actualmente usados na pratica clinica ndo espelham o real estado do rim,
ou seja, somente se manifestam quando uma percentagem de massa renal esta
afectada. Histologicamente, foram encontradas lesbes de caracter proliferativo e
fibrético, sendo uma parte delas atenuadas/eliminadas quando se converte a CsA para
SRL. N&o obstante a melhoria das lesbes, 0 SRL, per se, apresenta potencial para
desenvolvimento de proteindria, tal como tem sido descrito repetidamente em termos
clinicos [Reiser, 2013; Jun et al., 2014; Ponticelli, 2014] ou investigacao basica [Ko et
al., 2013], e que este trabalho experimental confirma e reproduz fielmente. Esta
caracteristica tem sido a principal responsavel pelas duvidas sobre o real caracter
renoprotector deste farmaco, recomendando prudéncia e escolha criteriosa na sua
utilizagéo.

Por isso, o desenvolvimento de biomarcadores ndo invasivos e que possam
diagnosticar e monitorizar a disfuncao renal de forma precoce, sera clinicamente
relevante. Neste trabalho testaram-se alguns desses marcadores em ensaios de

tecido renal, soro e urina. Os resultados mostram que no rim, e a curto prazo (3
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semanas), CTGF, NF-k8 e mTOR podem ser potenciais biomarcadores. A longo prazo
(9 semanas), TGF-B; e kim-1, assim como mTOR, poderéo ser potenciais mais-valias
na sinalizacdo da nefrotoxicidade crénica. No soro, de assinalar a proximidade de
perfil entre o TGF-B; e a IL-7 no tratamento mais longo com CsA, podendo haver aqui
alguma associacao entre a patologia renal e a IL-7. O protocolo de conversédo de CsA
para SRL ficou associado a melhorias na funcionalidade do rim e foi capaz de atenuar
as lesBes induzidas pela CsA e impedir a sua evolucgéao.

As seguintes questdes poderdo se colocadas: como monitorizar a fungéo renal
nem protocolo que envolve farmacos com alvos moleculares e mecanismos de acgéo
diferentes e com impacto distinto a nivel renal? Existirdo biomarcadores mais fiaveis
para acompanhamento da (dis)funcdo renal apds a conversdo da CsA para SRL?
Neste trabalho, sobressaiu o perfil sérico e urinario do NGAL, uma proteina produzida
nos tabulos renais que pode ser reabsorvida por estas estruturas e ser doseada no
soro, mas que é também eliminada na urina. O papel do NGAL em termos celulares é
o de fomentar a reparacdo tecidular e eliminacdo de residuos celulares, estando
presente apenas residualmente em condi¢cdes normais. Na literatura foi inicialmente
apontado como um biomarcador de fase aguda de alguns agentes nefrotéxicos (por
exemplo, ocratoxina A e gentamicina [Hoffmann et al., 2010]), mas em relagdo a
nefrotoxicidade induzida pela CsA, ndo existem dados relevantes na literatura.
Relativamente a influéncia do SRL per se nos niveis de NGAL, ndo se obteve
igualmente nenhuma correlacéo directa neste estudo. No entanto, no protocolo de
conversao verificou-se existir uma linearidade entre as concentracbes séricas e
urinarias, o que podera ser um indicador da redugdo da capacidade de reabsorcéo
tubular de proteinas associado com maior relaxamento dos poddcitos [Reiser, 2013]
despois do uso de CsA, o que vai de encontro a proteindria que o farmaco (SRL)
promove per se. A Figura 43 ilustra as principais alteragdes encontradas, incluindo
mecanismos moleculares e lesdes renais, resultantes de um protocolo de

administracdo de CsA, suprimido pela conversdo para SRL. Sdo ainda apontados
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possiveis biomarcadores das duas situacdes: tratamento com CsA e transicdo para

SRL.
Ciclosporina A Protocolo conversdo

3 semanas 9 semanas 9 semanas
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correlacionar-se com a expressao da mTOR urina parece ser um bom marcador

Figura 43. Diagrama ilustrativo das alteracdes moleculares e estruturais, e possiveis

biomarcadores, promovidas pelos tratamentos de CsA (3 e 9 semanas) e pelo protocolo de
conversdo de CsA para SRL.
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Podera conclui-se desta parte que a nefrotoxicidade induzida pela CsA é
agravada com a duracdo de exposi¢cdo e que uma caracteristica desta evolugéo é o
aumento da expressao renal de mTOR (gene e proteina). A conversdo para SRL
atenua este efeito da CsA, sendo que nesta fase do tratamento se destaca a
correlacdo entre os niveis séricos e urinarios de NGAL como um possivel marcador do
impacto renal, podendo vir a ser (til clinicamente se confirmado com estudos mais
abrangentes.

Depois de analisados os tratamentos ao longo do tempo de CsA e SRL
isoladamente, e de testado um protocolo de conversdo que se assemelhe ao usado
em doentes com risco imunoldgico normalmente baixo, sem risco de rejeicdo aguda
particularmente elevado, pretendeu-se avaliar o impacto renal de um protocolo que
possa representar melhor os doentes com risco imunol6égico mais elevado e que séao
mais susceptiveis a desenvolverem rejeicdo aguda, razdo pela qual precisem de ser
tratadas com farmacos/regimes de imunossupressores mais potentes.

Neste sentido, estudou-se um grupo de animais administrados inicialmente (por
3 semanas) com uma dose mais elevada de CsA, com posterior reducdo substancial
da dose e, por fim, conversao para SRL no dltimo periodo de 3 semanas. A figura 44
esquematiza o impacto renal de um protocolo baseado na utilizagdo de uma dose
padrdo de CsA com posterior conversdo para SRL, em comparagdo com a utilizagdo
de uma dose de CsA, seguido de reducédo da dose e posterior conversédo para SRL.
Em relacdo aos tratamentos com CsA, constatou-se que a aplicacdo de uma dose
mais elevada, mesmo que durante um curto periodo de tempo (3 semanas), tem um
impacto mais amplo na funcéo e lesdo renal, bem como em outros aspectos de relevo,
como a pressao arterial, a frequéncia cardiaca e os perfis lipidico e glicidico.

Se o tratamento imunossupressor se iniciar com uma dose mais elevada de
CsA verifica-se um notavel aumento da frequéncia cardiaca e da pressao arterial
(sistdlica e diastélica) para valores superiores aos encontrados apds 6 semanas com

uma dose mais baixa de CsA. Na parte A deste capitulo experimental, foram
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discutidos alguns mecanismos hipoteticamente envolvidos na hipertensdo arterial
induzida pela CsA. A origem deste desequilibrio vasomotor sistémico tem causa
multifactorial [Sander et al., 1996; Reis et al., 1999; Lassila, 2002; Reis et al., 2003;
Reis et al., 2007], mas também é devida uma componente vascular renal promovida
pela CsA [Zhang e Victor, 2000]. Esta dose mais alta de CsA (30 mg) promove ainda
hiperglicemia e dislipidemia (aumento de triglicerideos e de colesterol ndo-HDL) e
reducdo da concentracdo de insulina. A nivel renal, esta dose diminuiu a TFG e as
taxas de depuracao de creatinina e de ureia, juntamente com aumento dos niveis
séricos, acompanhado por elevacdo da concentracdo renal de MDA e da sua
depuracdo. O aumento da depuragdo de MDA e do contetdo renal podem ter um
papel importante como biomarcadores preditivos de nefrotoxicidade induzida pela
CsA, uma vez que as variagcdes apareceram no momento das lesdes renais. No
entanto, os niveis de NGAL no soro e urina permaneceram inalterados. Relativamente
as lesdes renais, em termos gerais, a lesdes glomerular foram classificadas como
sendo de grau moderado a grave, algumas delas de caracter irreversivel, causadoras
de perda de nefrénios e promotoras de esclerose glomerular [Remuzzi e Bertani,
1998]. A nivel tubular, constatou-se existirem lesdes severas, sendo a fibrose renal
uma das mais graves consequéncias da utilizacdo da CsA. Genericamente, a reducéo
da dose originou melhorias significativas na gravidade das lesGes glomerulares e
vasculares, mas sem atenuacdo das tubulointersticiais. Em termos metabdlicos, a
reducdo da dose CsA normalizou as concentracfes de triglicerideos e de colesterol
ndo-HDL e levou a uma pequena recuperacdo dos conteudos de insulina, registando-
se também valores mais baixos de pressao arterial e frequéncia cardiaca. A conversao
de CsA para SRL reduziu a presséo arterial, normalizou a frequéncia cardiaca, o
conteudo de insulina e os marcadores clinicos renais. Estas melhorias foram
acompanhadas por um perfil histomorfolégico mais favoravel a nivel glomerular,
vascular e tubulointersticial, com a fibrose renal classificada como sendo de baixo grau

ou mesmo vestigial. Curiosamente, 0 NGAL voltou a apresentar um perfil de
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correlacdo entre as concentracdes séricas e as urinarias depois da conversao de CsA

para SRL, reforcando a ideia de que possa vir a ser considerado um bom biomarcador

em protocolos de converséo.

3 semanas 6 semanas 9 semanas
Parametros CsA5mg CsA30mg CsA5mg Redugdo CsA5mg Red+Conv

Frequéncia cardiaca 0 + 0
Pressdo arterial sistdlica + +
Pressdo arterial diastdlica + +
Glicose 0 0 + +
Insulina 0 0 + 0
Triglicerideos 0 0 0 _
Depuragdo creatinina + 0 0 0
Depuragdo ureia 0/+ 0 0 0
Taxa filtragdo glomerular 0/+ 0 0 0
TBARs no rim o/+ 0 +
NGAL na urina o/+ 0
Arterioloesclerosis 0
Congestdo vascular 0
Hiperémia +
Scoring vascular médio 0
Espessamento C. Bowman 0 0 +
Hialinizagdo polo vascular 0 0 +
Esclerose nédular 0 + 0 + 0 o/+
Scoring glomerular médio 0 - 0 + + 0/+
Calcificagdo tubular 0 + 0 + +
Cilindros hialinos 0 + 0 0/+ +
Fibrose e atrofia tubular 0 + 0 0 +
Scoring tubular médio 0 0 + + o/+
Colagénio 0 + +
CTGF N.R. + |
Kim-1 o/+ + N.R N.R. o/+ o/+
mTOR N.R. vr T
NF-K8, N.R. N.R. + 0
TGF-6 N.R. vr T
PCNA N.R. N.R. 0 0
Legenda:

N.R.

+++ +/+++ ++ +/++ + 0/+ 0 Ndo realizado

Figura 44. Esquema ilustrativo do impacto renal provocado por uma terapia continua com
baixa dose de CsA em comparacdo com um protocolo de reducéo da dose de CsA (30 mg para

5 mg) e posterior conversdo para SRL.
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2. Conclusdes

Como conclusdes, destacam-se neste trabalho de investigacdo basica, usando

um modelo animal de rim nativo, alguns aspectos que julgamos serem relevantes em

termos de possibilidade de aplicagdo na pratica clinica no contexto de terapéutica

imunossupressora do doente transplantado renal:

A CsA induz disfuncdo renal e nefrotoxicidade. Este efeito € agravado com a
utilizacdo de doses mais elevadas e com o aumento do tempo de exposicdo ao
farmaco. A nefrotoxicidade € acompanhada por outras perturbacbes que
contribuem para o aumento do risco cardiovascular, incluindo a hipertenséao

arterial, a taquicardia, a hiperglicemia e a dislipidemia.

A transicdo da disfuncdo renal induzida pela CsA para a nefrotoxicidade
caracteriza-se pela afectac@o progressiva da estrutura renal em todas as regifes
(vascular, glomerular e tubular), pelo aumento da taxa de depuracdo de produtos
da peroxidacdo lipidica, e pela expressdo renal aumentada de moléculas

mediadoras de fenémenos de fibrose e proliferacéo, destacando-se a mTOR.

A conversédo precoce para SRL, apds um periodo prévio de tratamento com CsA,
mimetizando assim um dos protocolos de minimizacdo da utilizacdo da CsA em
uso na pratica clinica, permite atenuacdo, ou mesmo prevenir, a evolucdo das
lesBes renais, ndo obstante os efeitos nefastos que o SRL induz per se, incluindo

as alteracdes metabdlicas e a inducédo de proteinuria.
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o Os marcadores classicos (séricos e urinarios) de disfuncéo e lesédo renal parecem
ndo ser suficientemente fidveis para clarificar o tipo e a extensédo da disfuncéo e
leséo renal a cada momento dos protocolos envolvendo diferentes

imunomoduladores (CsA e SRL).

e Dos protocolos de conversdo de CsA para SRL sobressai a maior dificuldade em
atenuar algumas das lesfes quando a dose de CsA é mais elevada e o seu

impacto negativo a nivel renal é ja extenso e, em alguns aspectos, irreversivel.

e O impacto de um protocolo de conversdo parece poder ser melhor aferido através
de alguns marcadores nao tradicionais, incluindo os niveis de NGAL, que

apresentaram correlacdo em soro e urina apenas neste tipo de estratégia.

Em suma, a nefrotoxicidade induzida pela CsA é atenuada através da
conversdo para SRL, devendo esta substituicio ser realizada antes do
desenvolvimento de lesGes muito graves e irreversiveis e 0 impacto renal destes

protocolos acompanhado de biomarcadores fiaveis e mais especificos.
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